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1 UVOD 
 
RNA virusi se, predvsem zaradi nenatančnosti pri pomnoževanju in neučinkovitih ali 
odsotnih popravljalnih mehanizmov, zelo hitro spreminjajo (Domingo in sod., 2012). 
Posledično so populacije rastlinskih virusov genetsko precej heterogene, kar jim omogoča 
hitro adaptacijo na spremembe v okolju, npr. prehod na novega gostitelja. 
Raziskave kažejo na to, da so v naravi mešane virusne okužbe tako pri rastlinah kot pri 
živalih prej pravilo kot izjema (DaPalma in sod., 2010). V mešanih okužbah lahko prihaja 
do interakcij med virusi, ki so lahko sinergistične ali antagonistične. Interakcije med virusi 
vplivajo tudi na genetsko strukturo virusnih populacij, zato je njihovo razumevanje 
ključnega pomena za razumevanje patogeneze virusnih okužb in evolucije virusov ter 
posledično za razvoj učinkovitih načinov nadzora virusnih bolezni (Syller, 2012).  
Interakcija med dvema virusoma v mešani okužbi lahko za ta virusa predstavlja spremenjene 
ekološke razmere v primerjavi z virusoma v samostojnih okužbah, kar lahko vpliva na 
spremembe v evoluciji virusov (Hasiów-Jaroszewska in sod., 2010).  
Virus Y krompirja (PVY) je globalno razširjen virus, s širokim spektrom gostiteljskih rastlin 
iz družine razhudnikovk (Solanaceae). Prenaša se mehansko, preko vegetativnega 
razmnoževanja rastlin in s pomočjo listnih uši. Povzroča velike izgube pridelka krompirja 
po celem svetu, vpliva na kemijsko sestavo snovi v listih tobaka, okužuje pa tudi papriko in 
paradižnik (Scholthof in sod., 2011). Virus mozaika pepina (PepMV) je v Evropi prisoten 
od leta 1999 in povzroča resne težave pri gojenju paradižnika v rastlinjakih. Gre za zelo 
obstojen in infektiven virus, ki se zlahka mehansko prenaša preko dotikanja okužene in 
neokužene rastline, okuženega orodja, rok ali oblačil v rastlinjakih (Ferguson, 2009). 
Ena izmed najbolje preučenih sinergističnih interakcij med rastlinskimi virusi, je interakcija 
med virusom PVY in virusom X krompirja (PVX). Slednjega tako kot virus PepMV 
uvrščamo v rod Potexvirus. Hkratna okužba s PVY in PVX pri rastlinah tobaka (Nicotiana 
tabacum) povzroča hude nekroze žil prvega okuženega lista. Količina PVX je lahko pri 
mešani okužbi do destkrat višja kot pri samostojni, medtem ko lahko količina PVY ostane 
nespremenjena (Damirdagh in Ross, 1967).  
Virusa PVY in PepMV imata podoben nabor gostiteljev in v kolikor se bo virus PepMV v 
prihodnosti razširil, obstaja možnost mešanih okužb omenjenih virusov. Ker virusa PVX in 
PepMV spadata v isti rod, predvidevamo da lahko tudi med virusoma PVY in PepMV prihaja 
do sinergističnih interakcij. 
Zanimalo nas je ali mešane okužbe vplivajo na evolucijo virusov PepMV in PVY oziroma 
ali se zaradi neposrednih ali posrednih interakcij med virusoma v mešani okužbi lahko 
spremeni dinamika evolucije virusnih populacij v rastlinah. Da bi to preverili, smo uporabili 
pristop eksperimentalne evolucije na modelni rastlini Nicotiana benthamiana, ki je dovzetna 
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za okužbe z mnogimi različnimi virusi in je najpogosteje uporabljena gostiteljska rastlina v 
raziskavah rastlinskih virusov. Vzpostavili smo več evolucijskih linij mešanih in 
samostojnih okužb virusov PepMV in PVY in opravili več zaporednih prenosov virusov na 
nove generacije rastlin. Pri tem smo s pomočjo kvantitativne PCR spremljali koncentracije 
virusov tekom eksperimentalne evolucije v linijah z mešanimi in samostojnimi okužbami in 
opazovali bolezenska znamenja na rastlinah v različnih pasažah. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 RASTLINSKI VIRUSI 
 
Virusi so obligatni paraziti, ki se lahko razmnožujejo le v živih celicah gostitelja, saj sami 
ne nosijo zapisov za vse proteine, potrebne za celične mehanizme, ki jim omogočajo 
razmnoževanje. Izven gostitelja virusi niso aktivni. Gostitelji virusov so vsi živi organizmi 
– živali, rastline, glive, bakterije in arheje, večina virusov lahko okužuje le eno od omenjenih 
skupin organizmov. Rastlinski virusi povzročajo mnogo pomembnih bolezni rastlin in so 
odgovorni za izgube pridelka v vseh delih sveta (Gergerich in Dolja, 2006).  
 
Virusni delci (virioni) so sestavljeni iz dveh osnovnih delov: nukleinske kisline (genoma) in 
proteinskega zaščitnega ovoja (kapside). Nekateri virusi imajo še dodatno zunanjo 
lipoproteinsko membrano. Kapside rastlinskih virusov so dveh tipov: v obliki vijačnice ali 
ikozaedra. Prve obstajajo v dveh variantah, lahko so toge paličaste ali fleksibilne nitaste 
(Gergerich in Dolja, 2006).  
 
Virusi so najmanjši izmed vseh poznanih organizmov. V povprečju okrogel rastlinski virus 
v premeru meri okoli 30 nm. Genom večine rastlinskih virusov je sestavljen iz enoverižne 
pozitivno orientirane RNA molekule, obstajajo pa tudi rastlinski dvoverižni ali negativno 
usmerjeni RNA virusi in enoverižni DNA virusi (Gergerich in Dolja, 2006). 
 
Življenjski cikel rastlinskih virusov se začne z vstopom viriona v rastlinsko celico. Sami v 
celico niso sposobni aktivno vstopiti, saj jim to onemogočata rastlinska kutikula in celična 
stena. Virion v citoplazmo preide preko ran, ki so nastale pri mehanskih poškodbah kutikule 
in celične stene. Sledi odstranitev plaščnega proteina in pomnoževanje virusnega genoma. 
Ta poteka s pomočjo celičnega aparata za prepisovanje (DNA virusi) in prevajanje (DNA in 
RNA virusi). Pri prevajanju virusne RNA v citoplazmi nastanejo virusni proteini, potrebni 
za zaključek virusnega cikla (Gergerich in Dolja, 2006). 
 
Vsi virusi nosijo zapis za vsaj tri tipe proteinov: proteini za pomnoževanje, strukturni 
proteini ter proteini za prenos med rastlinskimi celicami. Virusni proteini za pomnoževanje 
skupaj z rastlinskimi celičnimi proteini tvorijo kompleks, ki omogoča nastajanje številnih 
kopij virusnega genoma. Ti novonastali genomi skupaj s strukturnimi proteini tvorijo nove 
virione. Virusni genomi ali virioni v celice prehajajo preko plazmodezem, ki povezujejo 
sosednje rastlinske celice. Genomi mnogih virusov nosijo zapise za proteine, ki spremenijo 
plazmodezemske kanale in olajšajo prenos virusov med celicami. Premiki med celicami so 
relativno počasni - za pomnoževanja virusa v celici in premik v drugo je potreben čas od ene 
do nekaj ur (Gergerich in Dolja, 2006).  
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Za uspešno sistemsko okužbo mora virus vstopiti v prevodni sistem rastline. Transport na 
dolge razdalje navadno poteka po floemu, kjer se virus premika pasivno s tokom produktov 
fotosinteze. Po relativno hitrem širjenju preko floema (s hitrostjo nekaj centimetrov na uro), 
sledi prehod virusa v okoliško tkivo, kjer se namnoži in razširi s premikanjem med celicami. 
Od začetne okužbe ene celice do sistemske okužbe lahko preteče nekaj dni ali tednov, 
odvisno od virusa, gostiteljske rastline in okoljskih dejavnikov (Gergerich in Dolja, 2006).  
 
Življenjski cikel virusa se zaključi z njegovim prenosom iz okužene rastline na naslednjega 
gostitelja. Večina rastlinskih virusov se prenaša s pomočjo živih organizmov - prenašalcev. 
Najbolj pogosto so prenašalci rastlinojedi členonožci, gliste in rastlinske parazitske glive. 
Nekateri virusi se razširjajo preko vegetativnega razmnoževanja rastlin ali preko semen in 
cvetnega prahu okuženih rastlin (Gergerich in Dolja, 2006) ter mehansko, s stikom 
okuženega in zdravega rastlinskega materiala. Znano je, da se rastlinski virusi lahko 
prenašajo tudi z vodo (Mehle in sod., 2018). 
 
Interakcije med virusi in njihovimi prenašalci so različne. Pri nekaterih je interakcija med 
virusom in prenašalcem le površinska in je le rezultat pritrditve virusa na zunanjo površino 
obustnega aparata prenašalca. Virusi iz rodu Potyvirus nosijo zapis za poseben protein 
(protein HC-Pro pri virusu PVY), s katerim se virion pritrjajo na bodala listnih uši. Nekateri 
rastlinski virusi se znotraj prenašalcev tudi namnožujejo (Gergerich in Dolja, 2006).   
 
Odziv rastline na okužbo z virusom je odvisen od kombinacije virus-gostitelj in od okoljskih 
pogojev. Okužba lahko poteka brez izraženih bolezenskih znamenj pri rastlini, lahko pa se 
kaže preko izrazitih bolezenskih znamenj in vodi celo v smrt rastline. V večini primerov se 
virus razširi po celotni rastlini in tvori sistemsko okužbo. Značilna bolezenska znamenja 
listov so mozaični vzorci, kloroze, nekroze, rumenenje, razbarvanje žil ter gubanje listov. 
Bolezenska znamenja na cvetovih se kažejo preko deformacij ter sprememb v njihovi 
obarvanosti, na plodovih pa preko mozaika, zakrnelosti, razbarvanja in nepravilne 
oblikovanosti plodov. Omenjena bolezenska znamenja povzročajo zmanjšan pridelek, slabšo 
kakovost pridelka in s tem ekonomsko izgubo (Gergerich in Dolja, 2006). 
 
2.1.1 Virus Y krompirja (PVY) 
 
Virus Y krompirja je RNA virus iz rodu Potyvirus, ki pripada družini Potyviridae. To je 
največja družina rastlinskih RNA virusov, v katero uvrščamo enoverižne pozitivno 
usmerjene RNA viruse. Je eden izmed najbolj preučevanih rastlinskih virusov in velja za 
ekonomsko najnevarnejši virus na krompirju. Pomembno vpliva na pridelavo krompirja po 
celem svetu (Radcliffe, 1982). 
 
PVY virioni so nitasti, gibljivi, simetrični delci v obliki vijačnice brez ovojnice. Dolgi so 
730-740 nm in v premeru merijo 12 nm. Genom predstavlja linearna, enoverižna, pozitivno 
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usmerjena molekula RNA, dolga približno 9700 nukleotidov. Na 5'-koncu RNA genoma je 
kovalentno vezan protein VPg, 3'-konec vsebuje poli(A) rep. Obe terminalni strukturi služita 
zaščiti in podvojevanju genoma ter regulaciji genske ekspresije (Karasev in Gray, 2013). 
Genom vsebuje en odprt bralni okvir (ORF), ki se prevede v en sam 340-370 kDa velik 
poliprotein, ki se med in po translaciji avtoproteolitično razcepi na 10 zrelih proteinov 
(Quenouille in sod., 2013), ki imajo različne funkcije: cepljenje velikega poliproteina (P1, 
HC-Pro, NIa), pomnoževanje virusne RNA in premikanje virusa po rastlini (P3, 6K1, CI, 
6K2 in Vpg). NIb je virusna od RNA odvisna RNA-polimeraza, strukturni protein CP tvori 
plašč virusnega delca. Protein CP sodeluje tudi pri prenosu virusa z listnimi ušmi, 
premikanju virusa po rastlini in regulaciji pomnoževanja virusa. Protein HC-Pro zavira 
delovanje obrambnega sistema rastline ter sodeluje tudi pri prenosu virusa z listnimi ušmi 
(Urcuqui-Inchima in sod., 2001). P3N-PIPO, ki nastane zaradi zamika bralnega okvirja pri 
translaciji v manjšem odprtem bralni okviru v cistronu P3 (Chung in sod., 2008), ima ključno 
vlogo pri medceličnem premikanju virusov iz rodu Potyvirus, ki je nujno potrebno za 
sistemsko okužbo (Vijayapalani in sod., 2012).  
 
Virus okužuje širok spekter gostiteljskih rastlin, ki pripadajo devetim različnim družinam, 
ekonomsko najpomembnejše so rastline iz družine razhudnikovk (Solanaceae), kot so 
krompir (Solanum tuberosum), tobak (Nicotiana spp.), paradižnik (Solanum lycopersicum) 
in paprika (Capsicum spp.). Okužuje tudi druge gojene vrste rastlin, nekatere okrasne rastline 
(Dahlia in Petunia spp.) ter številne plevelne vrste (Quenouille in sod., 2013). 
 
PVY se prenaša z vegetativnim razmnoževanjem okuženih rastlin, z mehansko inokulacijo 
ter preko listnih uši. Več kot 40 različnih vrst listnih uši je znanih kot prenašalk PVY, najbolj 
učinkovit prenašalec pa je siva breskova uš (Myzus persicae), ki je zaradi svoje globalne 
geografske razširjenosti odločilni dejavnik za naravno širjenje PVY po celem svetu 
(Quenouille in sod., 2013). 
 
PVY se pojavlja v obliki številnih različkov, ki jih glede na bolezenska znamenja, ki jih 
povzročajo na okuženih rastlinah, delimo v pet skupin: PVYO, PVYC, PVYN, PVYZ, PVYE. 
PVYO in PVYN sta osnovna različka iz katerih so z rekombinacijo nastali novi. Najbolj 
preučevan je različek PVYNTN, ki naj bi nastal z rekombinacijo različkov PVYN in PVYO 
(Singh in sod., 2008).  
 
Od vseh rastlinskih virusov prav PVY predstavlja največjo nevarnost pri gojenju krompirja 
(De Bokx in Huttinga, 1981). Resnost okužbe s PVY in bolezenska znamenja pri krompirju 
so odvisna od kultivarja, različka virusa, okoljskih pogojev in tipa okužbe (primarna: toletna 
okužba preko prenašalca ali sekundarna: ko rastlina zraste iz okuženega gomolja). Na listih 
rastlin lahko PVY povzroči mozaik kloroz in krivljenje ter gubanje listov, kar lahko povzroči 
zaostanek v rasti celotne rastline. V okuženih rastlinah krompirja lahko PVY sproži 
pojavljanje različnih nekrotičnih znamenj – od lokalno omejenih nekrotičnih poškodb na 
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inokuliranih listih, do sistemskega rumenenja in nekroz žil po celotni rastlini, čemur sledi 
propad in odpadanje listov. PVYNTN je najbolj agresiven različek, ki pri občutljivih 
kultivarjih krompirja povzroča nastanek obročkastih nekroz na gomoljih, po čemer je 
bolezen dobila ime obročkasta nekroza gomoljev krompirja (Potato tuber necrotic ringspot 
disease, PTNRD), pri rastlinah tobaka pa povzroča nekroze žil (Nie in sod., 2013). Bolezen 
je bila leta 1984 najprej zabeležena na Madžarskem (Beczner in sod., 1984), nato se je 
razširila tudi drugod po Evropi. Zaradi obročkaste nekroze gomoljev je iz pridelovanja v 
Sloveniji skoraj izginila sorta krompirja Igor (Dolničar in Rudolf Pilih, 2012). Gomolji z 
nekrotičnimi obroči niso primerni za prodajo, kar za pridelovalce pomeni izgubo pridelka 
(Karasev in Gray, 2013). Oba tipa bolezni, tako listna kot bolezen gomoljev, močno 
negativno vplivata na pridelavo krompirja. Zmanjšujeta kvaliteto gomoljev in povzročata do 
80 % izgubo pridelka (De Bokx in Huttinga, 1981). 
 
2.1.2 Virus mozaika pepina (PepMV) 
 
Virus mozaika pepina uvrščamo v rod Potexvirus, ki pripada družini Alphaflexiviridae 
(Mumford in Jones, 2005). Virion je nitast in upogljiv, dolg 508 nm in širok 11-12,5 nm 
(Jones in sod., 1980). Genom PepMV sestavlja enoverižna, pozitivno usmerjena RNA, dolga 
6410 nukleotidov, ki vsebuje 5 odprtih bralnih okvirjev (ORF). Na 5'- in na 3'- koncu sta 
neprevajajoči se regiji (UTRs) in na 3'-koncu poli (A) rep (Hanssen in Thomma, 2010). 
Odprti bralni okvir (ORF) 1 nosi zapis za replikazo, ki omogoča podvajanje virusa, ORF 2-
4 nosijo zapis za proteine trigenskega bloka (TGBp1-3), ki sodelujejo pri širjenju virusa po 
rastlini, ORF 5 nosi zapis za plaščni protein (CP) (Aguilar in sod., 2002). 
 
Prvič so ga odkrili pri rastlinah pepina (Solanum muricatum) iz Peruja (Jones in sod., 1980). 
V Evropi je bil prvič zabeležen leta 1999 v Veliki Britaniji in na Nizozemskem, pri rastlinah 
paradižnika. Kasneje se je razširil tudi v druge evropske države (EPPO, 2018a). Za razliko 
od PVY, je krog gostiteljskih rastlin PepMV manjši, omejen je večinoma na rastline iz 
družine razhudnikovk (Salomone in Roggero, 2002). Virus povzroča resne težave pri gojenju 
paradižnika v rastlinjakih in je uvrščen na seznam EPPO A2 (European Plant Protection 
Organization) karantenski seznam organizmov (EPPO, 2018b). 
 
Analize genomov številnih izolatov kažejo na veliko raznolikost znotraj vrste in na obstoj 
več različkov (Ling in sod., 2007). Različke uvrščamo v 4 genotipe, ki so poimenovani po 
lokaciji, kjer so bili prvič najdeni. To so: prvi zabeleženi perujski (LP), evropski (EU), 
najden v ZDA (US1 in US2) ter v Čilu (Ch2) (Moreno-Perez in sod., 2014). V Evropi se je 
začel razširjati Ch2 različek, ponekod je celo začel nadomeščati različek EU, ki pa ga 
najdemo predvsem v mešanih okužbah obeh različkov, v katerih prihaja tudi do 
rekombinacije med njima  (Hanssen in sod., 2008; Gomez in sod., 2009). 
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Bolezenska znamenja, ki jih povzroča okužba paradižnika s PepMV, so odvisna tako od 
različka PepMV kot tudi od okoljskih dejavnikov. Na listih rastlin so opazna kot zmeren do 
močen mozaik, nepravilnosti na površini in mehurjavost listov ter zakrnelost rastlin. 
Bolezenska znamenja na plodovih se lahko pojavijo v kombinaciji z bolezenskimi znaki na 
listih, ne pa nujno. Okužba se na plodovih kaže kot neenakomerna obarvanost, sprememba 
oblike in odpiranje plodov (Hanssen in sod., 2009).  
 
Da je PepMV zelo obstojen virus, poročajo že Jones in sod. (1980), ki so njegovo 
infektivnost v soku Nicotiane glutinose potrdili tudi po shranjevanju na 20 °C za vsaj 3 
mesece. Virus se navadno ne prenaša s prenašalci, zelo učinkovito pa se širi z mehanskim 
prenosom in okuženim orodjem, čevlji in oblačili. Do prenosa lahko pride tudi po dotikanju 
okuženih rastlin, oblačila, ki so bila v stiku z okuženimi rastlinami, ostanejo vir kontaminacij 
najmanj 14 dni (Ferguson, 2009). Zaenkrat žuželčjega prenašalca, ki bi aktivno prenašal 
virus, še niso odkrili, dokazano pa je, da ga lahko preko okuženega cvetnega prahu na svojem 
telesu prenašajo čmrlji, ki jih uporabljajo za opraševanje komercialno gojenih paradižnikov 
v rastlinjakih (Shipp in sod., 2008). Córdoba-Sellés in sod. (2007) so prvi potrdili prenos 
PepMV tudi preko okuženih semen, Mehle in sodelavci (2014) pa poročajo o prenosu 
PepMV z vodo. PepMV se lahko sprosti iz poškodovanih korenin in lahko preko korenin 
okuži zdrave rastline. V vodi so  virulenco PepMV potrdili tudi po 3 tednih, kar je lahko še 
posebej problematično za širjenje virusa v rastlinjakih s hidroponičnimi namakalnimi 
sistemi. Kombinacija dobre obstojnosti virusa in enostavnega mehanskega prenosa je 
verjetno doprinesla k njegovemu hitremu širjenju (Aguilar in sod., 2002).   
 
2.2 NICOTIANA BENTHAMIANA 
 
Nicotiana benthamiana je najpogosteje uporabljena gostiteljska rastlina v raziskavah 
rastlinskih virusov, saj je dovzetna za okužbe z mnogimi, zelo različnimi virusi. Razlog za 
to dovzetnost je v neaktivni od RNA odvisni RNA polimerazi (RdRP) N. benthamiane, 
zaradi mutacije v genu Rdr1. Aktivna RdRP sodeluje pri procesu utišanja RNA, ki je eden 
izmed mehanizmov rastlinske obrambe pred virusnimi okužbami (Yang in sod., 2004; Bally 
in sod., 2015). Poleg tega je rastlina dovzetna tudi za okužbe z drugimi patogenimi 
organizmi, kot so bakterije in glive (Goodin in sod., 2008). N. benthamiana sodi  v isto 
družino rastlin, kot glavni gostiteljski rastlini virusov PVY in PepMV, krompir in paradižnik. 
V predhodnih poskusih smo opazili, da rastline paradižnika zelo hitro rastejo in se senčijo 
med seboj, poleg tega pa bolezenska znamenja pogosto niso dobro razvidna, tako da je 
fenotipsko spremljanje okužbe včasih oteženo. Blystad in sod., 2015 poročajo o tem, da 
nekateri kultivarji krompirja kljub potrjeni okužbi, ne kažejo bolezenskih znamenj. N. 
benthamiana je dober gostitelj obeh preučevanih virusov in omogoča spremljanje 
bolezenskih znamenj (Kogej, 2018). 
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2.3 MEŠANE VIRUSNE OKUŽBE 
 
Tradicionalno se raziskave s področja virologije osredotočajo na posamezne viruse, medtem 
ko interakcijam med virusi pri okužbah gostiteljev z več virusi hkrati, ni bilo posvečene 
toliko pozornosti. Vse več raziskav v zadnjem času pa kaže na to, da so v naravi mešane 
virusne okužbe tako pri rastlinah kot pri živalih prej pravilo kot izjema (DaPalma in sod., 
2010). 
 
Do mešane okužbe lahko pride na dva načina: s sočasno (koinfekcija) ali z zaporedno 
(superinfekcija) okužbo. Pri sočasni okužbi virusa hkrati okužita gostitelja, v primeru 
zaporedne infekcije pa gostitelja najprej okuži en virus, ki mu kasneje sledi še drugi.  
 
Na začetku širjenja virusne okužbe so gostote gostiteljev visoke, virusov pa nizke. S 
širjenjem epidemije je vse več gostiteljev okuženih in s tem gostota virusa naraste. 
Posledično se verjetnost za samostojno okužbo z drugim virusom zmanjša, verjetnost za 
nastanek mešane okužbe pa se poveča. Pri superinfekciji okužba poteka v dveh korakih: 
prenos virusa iz okuženega gostitelja in čez čas še prenos okužbe iz gostitelja, okuženega z 
drugim virusom. Sočasna okužba poteče v enem koraku s hkratno okužbo novega gostitelja 
iz dveh gostiteljev, okuženih z dvema različnima virusoma ali iz enega gostitelja že 
okuženega z obema virusoma. Gledano z vidika evolucije, začetne pogoje pri sočasni okužbi 
ustvarjata oba virusa, pri zaporedni pa so pogoji za vsak virus drugačni (Saldaña in sod., 
2003). Saldaña in sodelavci (2003) so ugotovili, da je v primeru zaporedne okužbe 
populacija prvega virusa večja ter ima višjo preživetveno zmogljivost in bo, če bo med 
obema okužbama preteklo dovolj časa, v primerjavi s populacijo drugega virusa, v prednosti. 
 
Mešane okužbe lahko zaradi interakcij virusov v njih, privedejo do novih variant virusov z 
drugačnimi lastnostmi, kar lahko spremeni genetsko strukturo virusne populacije. 
Razumevanje virusnih interakcij je zato ključnega pomena tudi za razumevanje evolucije 
virusov (Read in Taylor, 2001). 
 
Ob okužbi gostitelja z dvema virusoma lahko med njima pride do interakcij ali ne. V 
primeru, ko do interakcije ne pride (nevtralizem), se virusa pomnožujeta in kopičita, a ne 
vplivata drug na drugega (Untiveros in sod., 2007). Preko bolezenskih znamenj je 
nevtralizem opazen kot seštevek bolezenskih znamenj, ki jih povzročata virusa v samostojni 
okužbi. Pri vplivu enega virusa na drugega, pa med njima prihaja do interakcij oziroma 
odnosa, ki je lahko sinergističen ali antagonističen. Sinergističen odnos lahko zaznamo preko 
bolezenskih znamenj, ki so močnejša kot če bi le sešteli bolezenska znamenja, značilna za 
okužbo s posameznim virusom in/ali preko povečanega pomnoževanja enega ali obeh 
virusov. Spremembe v omenjenih lastnostih niso nujno povezane in so odvisne od gostitelja, 
različka in drugih dejavnikov. Pri antagonizmu pride do zmanjšanja pomnoževanja enega ali 
obeh virusov, kot posledica prevlade primarne virusne okužbe nad kasnejšo okužbo z drugim 
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virusom. Do antagonizma lahko pride tudi med dvema različkoma istega virusa, v obeh 
primerih pa se antagonizem lahko odraža tudi v zavrtih bolezenskih znamenjih, ne pa vedno 
(Mascia in Gallitelli, 2016). 
 
Posebno obliko kompeticije oziroma antagonizma med dvema virusoma imenujemo 
navzkrižna zaščita. Do nje pride pri zaporedni okužbi z dvema virusoma, pri kateri prvi 
prepreči okužbo rastline z drugim (Mascia in Gallitelli, 2016). Do navzkrižne zaščite prihaja 
med sorodnimi virusi ali različnimi izolati enega virusa, ko okužba z izolatom virusa, ki 
povzroča šibkejša bolezenska znamenja, zaščiti rastlino pred okužbo z izolatom virusa, ki 
povzroča izrazitejša bolezenska znamenja. Izolati, ki povzročajo blaga bolezenska 
znamenja, ateniurani izolati in izolati, ki ne povzročajo bolezenskih znamenj, se v 
poljedelstvu že uporabljajo za zaščito pridelka. Navzkrižno zaščito so z uporabo milega 
različka uspešno implementirali za zaščito različnih vrst rastlin iz družine bučevk 
(Cucurbitaceae) pred okužbo z virusom rumenega mozaika buče (ZYMV), papaje pred 
okužbo z virusom obročkaste pegavosti papaje (PRSV) ter citrusov pred virusom tristeza 
citrusov (CTV), ki so v preteklosti povzročili ogromne izgube pridelka (povzeto po Ziebell 
in Carr, 2010). 
 
Ponekod v Evropi se mehanizem navzkrižne zaščite uporablja pri pridelavi paradižnika. 
Inokulacija rastlin z milim izolatom virusa PepMV prepreči hudo škodo, ki bi jo povzročil 
agresivnejši različek PepMV Ch2 (Hanssen in Thomma, 2010). Novejše raziskave kažejo na 
to, da je zaščita pred agresivnim Ch2 različkom učinkovita le v primeru uporabe milejšega 
izolata, ki pripada istemu genotipu. Hanssen in sodelavci (2009) so ugotovili, da v primeru 
uporabe milega izolata EU ali LP različka do zaščite pred agresivnim Ch2 različkom ni 
prišlo, bolezenska znamenja pri rastlinah so bila celo še bolj izrazita.  
 
2.3.1 Mešane okužbe potivirusov z drugimi virusi   
 
Do danes so bile opisane številne sinergistične interakcije, v katerih je kot eden od partnerjev 
prisoten predstavnik potivirusov. Titer (koncentracija virusa) enega ali obeh virusov v 
mešani okužbi lahko variira v odvisnosti od gostitelja, kar so potrdili že Singh in sodelavci 
(1987). V mešanih okužbah PVY in viroida vretenatosti krompirjevih gomoljev (PSTVd) so 
v primerjavi s samostojno okužbo s PVY zaznali povišane koncentracije PVY pri 12 
različnih kultivarjih krompirja. V primerih kultivarjev Tobique in Jemsteg pa je bil titer PVY 
v mešani okužbi nižji kot v samostojni. Zanimivo je to, da se bolezenska znamenja med 
samostojno in mešano okužbo niso razlikovala. Podobno je potrdil tudi Valkonen (1992), ki 
je raziskoval mešane okužbe PVY z virusom mozaika tobaka (TMV) in PSTVd v krompirju 
vrste Solanum brevidens. Ugotovil je, da je pri mešanih okužbah PVY s TMV in PSTVd 
prišlo do večje akumulacije PVY kot pri samostojni okužbi s PVY. Pri trditvah o sinergizmu 
moramo biti zatorej previdni, saj lahko pri istem virusu od primera do primera prihaja do 
razlik (Mascia in Gallitelli, 2016) v akumulaciji virusa.  
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Najbolj preučen sinergistični par virusov je par PVY in virus X krompirja (PVX). Pri mešani 
okužbi je lahko količina PVX tudi desetkrat višja kot pri samostojni, količina PVY pa lahko 
ostane nespremenjena (Damirdagh in Ross, 1967).  Raziskave so pokazale, da do povečanje 
količine PVX prihaja v listih, v katere se je razširila sistemska okužba z virusoma, v 
inokuliranih listih pa ne (Rochow in sod., 1955; Close, 1964). Pri paradižniku je mešana 
okužba PVY in PVX povzročila izrazitejša bolezenska znamenja (lokalne in sistemske 
nekroze listov, povešanje in deformacija listov) kot samostojni okužbi s PVY in PVX. 
Analiza titrov virusov v mešani okužbi pa je pokazala, da je prišlo do povečanja količine 
PVX in zmanjšanja količine PVY (Liang in sod., 2016).  
 
Jakost bolezenskih znamenj v mešani okužbi je odvisna tudi od različka virusa PVY. V 
raziskavi, ki so jo izvedli Liang in sodelavci (2016), je najbolj izrazita bolezenska znamenja 
pri paradižniku povzročila okužba s kombinacijo virusov PVX in PVYNTN. Vendar pa 
izrazitejša bolezenska znamenja niso nujno posledica povečanja količine virusa PVX. 
González-Jara in sod. (2004) v mešani okužbi PVX in PVY v primerjavi s samostojno 
okužbo s PVX pri rastlini Nicotiana benthamiana niso zaznali povečanja količine PVX, 
kljub izrazitejšim bolezenskim znamenjem. Slednje ponovno kaže na to, da je povezava med 
povečanjem količine virusov in sinergizmom v mešanih okužbah odvisna od gostitelja. 
 
 
2.4 MOLEKULARNA EVOLUCIJA VIRUSOV 
 
2.4.1 Virusi kot modelni sistemi za raziskave evolucijske dinamike 
 
Hitrost evolucije je najlažje preučevati pri organizmih, pri katerih se spremembe dogajajo 
hitro. Te potekajo na račun visoke stopnje mutacij ali kratkega generacijskega časa. Virusi, 
še posebej RNA virusi, izpolnjujejo te pogoje in so idealni za raziskave osnovnih vidikov 
molekularne evolucije (Duffy in sod., 2008).  
 
2.4.2 Mutacije 
 
Za RNA viruse je značilna visoka stopnja mutacij med podvojevanjem genoma. Glavni 
razlog za to, je odsotnost ali slaba učinkovitost mehanizma kontrolnega branja (angl. 
proofreading) in odsotnost popravljalnih mehanizmov RNA polimeraze. Mehanizma 
kontrolnega branja in popravljanja neujemanj (angl. mismatch repair) zagotavljata 
natančnost podvojevanja dvoverižne DNA (Steinhauer in sod., 1992). Sanjuán in sodelavci 
(2009) so za virus razjed tobaka (TEV), ki prav tako kot PVY spada v rod Potyvirus, 
izračunali zgornjo mejo pogostosti nastanka mutacij, ki znaša 3 * 10-5 nukleotidno mesto-1 
podvajanje-1.  
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To kontinuirano nastajanje novih mutant je razlog za prilagodljivost virusov, kar jim 
omogoča preživetje sprememb v okolju (Domingo, 1997). Zaradi naključnega genetskega 
drsa ali močne usmerjene selekcije imunskega sistema gostitelja prihaja do fiksacij mutacij. 
Posledica visoke stopnje mutacij pri RNA virusih je tudi ta, da je lahko populacija virusa že 
tekom okužbe znotraj enega gostitelja podvržena evolucijskim spremembam in lahko služi 
kot vir informacij o molekularnih evolucijskih procesih (Jenkins in sod., 2002).  
 
Z mutacijami nastajajo nove variante virusov, ki lahko sočasno obstajajo v istem gostitelju 
kot heterogena skupina sorodnih genomov. Taki populaciji, v kateri genomi, ki se na enem 
ali več mestih razlikujejo od konsenzusnega zaporedja (angl. consensus sequence), pravimo 
kvazispecies (angl. quasispecies) (García-Arenal in sod., 2001). Teorijo kvazispecies sta 
prva predlagala Eigen in Schuster (1977), ki sta matematično opisala evolucijo populacije 
teoretičnih replikatorjev, pri kateri pri podvojevanju prihaja do veliko napak.  
 
2.4.3 Genetski drs 
 
Delež posameznih genetskih variant, nastalih z mutacijo ali rekombinacijo je pogojen z 
dvema evolucijskima procesoma: z genetski drsom in selekcijo. Genetski drs je pojav, pri 
katerem zaradi delovanja naključja na izbor alelov prihaja do medgeneracijskih razlik v 
njihovi frekvenci, pri čemer igra največjo vlogo efektivna velikost populacije (Jerman, 
1996). Raziskave rastlinskih RNA virusov kažejo na to, da pri njih evolucija poteka 
počasneje kot pri živalskih RNA virusih. Razlog za to naj bi bila močna populacijska ozka 
grla, skozi katera gredo populacije rastlinskih RNA virusov (Li in Roossinck, 2004). 
Populacijsko ozko grlo je prispodoba za začasno bistveno zmanjšanje nekdaj velike 
populacije, ki si kasneje zopet številčno opomore. Ko populacija preide skozi ozko grlo, 
omejeno število naključno izbranih osebkov tvori novonastalo populacijo. Do ozkih grl 
prihaja pri okužbi nove gostiteljske rastline, ko nova rastlinska vrsta postane dovzetna za 
okužbo in s tem virus pridobi novo gostiteljsko rastlino ali ko se virus razširi na novo 
geografsko območje (García-Arenal in sod., 2001). Pri tem pride do t. i. ustanoviteljevega 
učinka, kjer nova populacija nastane iz majhnega števila naključno izbranih novonastalih 
kopij iz materinske populacije (García-Arenal in sod., 2001). Ta se kaže v spremenjeni 
genetski sestavi nove populacije (aleli manjkajo, zelo redki aleli lahko postanejo pogosti). 
Te razlike so stohastične, zato jih obravnavamo kot obliko genetskega zdrsa. Ustanoviteljev 
učinek navadno ne izniči vse genetske variabilnosti, ampak toliko spremeni alelno sestavo, 
da se zaradi drsa lahko uveljavijo redkejši aleli (Jerman, 1996). Naključne spremembe 
genotipa v poskusih z zaporednim prenosom virusa, kažejo na pojav učinka ustanovitelja. 
Dokaz za to je poskus s prenosom virusa mozaika tobaka (TMV) na nove gostiteljske 
rastline, kjer je prišlo do sprememb v frekvenci temperaturno občutljivih variant in variant, 
ki povzročajo nekrotične poškodbe (Aldaoud in sod., 1989). Do učinka ustanovitelja lahko 
pride tudi pri prenosu virusov z živalskimi prenašalci, na primer z listnimi ušmi (Albiach-
Martí in sod., 2000). 
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2.4.4 Rekombinacija in prerazporejanje 
 
Rekombinacija pri RNA virusih poteka po t.i. principu »copy choice«. Pri procesu RNA 
polimeraza, ki vrši podvojevanje (od RNA-odvisna RNA polimeraza (RdRP) pri večini RNA 
virusov in reverzna transkriptaza (RT) pri retrovirusih), med sintezo preskoči iz ene RNA 
molekule (donorska matrica) na drugo (akceptorska matrica), med tem pa ostane vezana na 
nastajajočo verigo nukleinskih kislin in s tem generira zaporedje z mešanim izvorom (angl. 
mixed ancestry). Rekombinacija ima velik vpliv na evolucijo virusov. Povezana je s 
širjenjem nabora gostiteljev, izbruhom novih virusov, povišano virulenco in patogenezo, 
izogibanju imunskemu sistemu gostitelja in evolucijo odpornosti na protivirusna zdravila 
(Pérez-Losada in sod., 2015). 
 
2.4.5 Naravna selekcija 
 
Selekcija je usmerjen proces pri katerem se variantam z najvišjo preživetveno zmogljivostjo 
(angl. fitness) v določenem okolju poveča frekvenca v populaciji (pozitivna selekcija) 
oziroma se variantam z nižjo preživetveno zmogljivostjo frekvenca zniža (negativna 
selekcija) (García-Arenal in sod., 2001).  
 
Selekcija pri rastlinskih virusih ne deluje na posamezen genom, ampak deluje skupinsko, na 
celotno skupino sorodnih genomov (kvazispecies) (Elena in Sanjuán, 2007). V primeru 
majhnih populacij lahko naključni procesi mutacij in genetskega drsa nadvladajo nad 
naravno selekcijo, ki stremi k ohranjanju dobro prilagojenih genotipov in preživetvena 
zmogljivost navadno upade (Elena in Lenski, 2003). 
 
Darwinov zakon močnejšega govori o tem, da so osebki, ki so sposobni hitrejšega 
namnoževanja, sposobni izriniti tiste, pri katerih namnoževanje poteka počasneje. Vendar 
situacija ni tako enoznačna, ko v poštev vzamemo to, da so s pomnoževanjem genoma 
povezane tudi mutacije. V primeru visoke stopnje mutacij, visoka hitrost pomnoževanja ni 
vedno prednost. Ravno obratno, v prednosti so tisti, ki so odporni (angl. robust) na škodljive 
učinke mutacij. V kolikor obstaja kompromis med odpornostjo na škodljive mutacije in 
hitrostjo podvojevanja - npr. hitrejše polimeraze so bolj dovzetne za napake, kot počasnejše, 
potem lahko selekcija deluje v prid hitremu podvojevanju ali odpornosti na mutacije in ne 
obema hkrati. Tako v modelu kvazispecies, selekcija deluje v prid povprečni hitrosti 
podvojevanja celotne populacije in ne genotipa, ki ima najvišjo hitrost podvojevanja. V 
okolju, kjer so mutacije pogoste (virusne populacije), kvazispecies, ki zaseda nizko, ravno 
območje v adaptacijski pokrajini, izrine kvazispecies, ki zaseda višji, a bolj ozek vrh, saj je 
večina te populacije izven vrha. To pomeni, da kvazispecies kjer podvojevanje poteka 
počasneje, izrine kvazispecies kjer podvojevanje poteka hitreje. Fenomen je znan pod 
imenom učinek kvazispeciesa oziroma 'survival of the flattest' (Codoñer in sod., 2006). 
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2.4.6 Selekcijski pritisk okolja, v katerem se nahaja virus 
 
Okolje v katerem se nahaja povzročitelj bolezni rastlin, je vir selekcije nanj. V velikem delu 
življenjskega cikla virusov selekcijo predstavlja gostitelj, v katerem se ta razmnožuje 
(Bedhomme in sod., 2012). Sprememba gostitelja za viruse predstavlja pomembno 
spremembo v njegovi ekologiji, saj lahko pri tem pride do različnih selekcijskih pritiskov na 
populacije virusov. Selekcijski pritiski lahko močno vplivajo na virusne genome, privedejo 
lahko do vzporednega fiksiranja enakih mutacij v različnih evolucijskih linijah, ki se 
neodvisno razvijejo znotraj iste gostiteljske vrste (ang. parallel evolution) (Longdon in sod., 
2014). Bedhomme in sodelavci (2012) so izvedli poskus eksperimentalne evolucije virusa 
razjed tobaka (TEV) v štirih različnih gostiteljskih rastlinah (N. benthamiana, N. tabacum, 
Datura stramonium in Capsicum annuum) in ugotovili, da je do vzporednih mutacij prišlo 
le znotraj iste gostiteljske rastline.  
 
Rezultati raziskav eksperimentalne evolucije virusov potrjujejo vzporedno fiksacijo enakih 
mutacij pri zaporednem prenosu virusov v različna okolja, kot na primer adaptacija virusa 
chikungunya (SHIKV) na različne vektorje (Stapleford in sod., 2014), virusa influence A 
(IAV) na protivirusna zdravila (Foll in sod., 2014) ter razmnoževanje bakteriofaga ɸ x 174 
pri visokih temperaturah (Bull in sod., 1997). 
 
2.5 EKSPERIMENTALNA EVOLUCIJA  
 
Testiranje evolucijskih teorij navadno poteka z raziskavami vzorcev, v filogeniji na primer 
preko raziskav divergenc vrst ali populacij, variacij znotraj populacij, strukturami genomov 
in zaporedji v genomih, ki vsi odražajo preteklo evolucijo. Eksperimentalna evolucija pa je 
alternativen raziskovalni pristop, ki omogoča raziskave evolucijskih procesov v realnem 
času (Kawecki in sod., 2012). Eksperimentalna evolucija je več kot le »opazovanje evolucije 
pri delu«, ampak vsebuje načrtovane poskuse, ki potekajo več generacij, vsebujejo kontrole 
in ponovitve, s pomočjo katerih poteka testiranje evolucijskih procesov.  
 
Raziskave eksperimentalne evolucije potekajo s pomočjo različnih organizmov: rastlin, 
vretenčarjev in mikroorganizmov. Mikroorganizmi, ki se uporabljajo v raziskavah 
eksperimentalne evolucije vključujejo številne bakterije, viruse, enocelične alge in glive. Ti 
organizmi so zelo primerni za uporabo v tovrstnih raziskavah iz več praktičnih razlogov:  
- enostavno jih lahko namnožimo;  
- hitro se razmnožujejo, kar omogoča eksperimente, ki potekajo več generacij; 
- za tvorbo velikih populacij potrebujejo malo prostora, kar omogoča ponovljivost 
poskusov; 
- lahko jih shranjujemo v neaktivni obliki in jih kasneje obudimo, kar omogoča 
direktno primerjavo predniških in kasnejših oblik; 
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- mnogo mikroorganizmov se razmnožuje nespolno, kloni povečujejo ponovljivost 
poskusa; 
- enostavno lahko spreminjamo okoljske dejavnike; 
- podatkovne baze vsebujejo veliko podatkov o njih, poleg tega dobro poznamo 
tehnike za njihovo natančno genetsko analizo. 
Večina eksperimentov mikrobne evolucije je konceptualno zelo preprostih: populacije so 
vzpostavljene pogosto iz enega klona, namnožene pod nadzorovanimi in ponovljivimi 
pogoji in spremljane več generacij. Vzorci populacij, vzeti tekom poskusa, so shranjeni za 
daljša časovna obdobja (npr. na -80 °C). Po namnoževanju populacije, se izvorna in 
populacije, ki izhajajo iz nje, primerjajo na nivoju genetskih ali fenotipskih lastnosti, ki nas 
zanimajo. Informacije zbrane pri primerjavi populacij, služijo razlagi dinamike evolucijskih 
procesov (Elena in Lenski, 2003). 
 
Eden prvih poskusov eksperimentalne evolucije, ki traja še danes, je poskus, kjer ameriški 
evolucijski biolog Richard Lenski in sodelavci spremljajo 12 ločenih populacij bakterije E. 
coli (Lenski in sod., 1991). Pogoji v poskusu so ves čas enaki in danes so populacije dosegle 
že skoraj 70 000 generacij. Vsaka populacija je bila vzpostavljena iz ene celice istega seva 
bakterije, torej na začetku poskusa med populacijami in znotraj njih ni bilo genetskih razlik. 
Čeprav so populacije izpostavljene enakim pogojem, je prišlo do divergence med njimi, tako 
v velikosti celic kot v preživetveni zmogljivosti. Razlike v velikosti celic in preživetveni 
zmogljivosti med populacijami so se ohranile dlje časa, kar kaže na to, da so populacije 
verjetno dosegle vrhove različnih višin v adaptacijski pokrajini.  
Termin adaptacijske pokrajine je kot metaforo v okviru evolucijskega spreminjanja prvi 
vpeljal Sewall Wright leta 1932. Predstavljamo si jo lahko kot tridimenzionalno pokrajino, 
sestavljeno iz alelnih frekvenc – hribi so možne genetske kompozicije v populaciji, pri 
katerih je povprečna zmogljivost visoka, doline pa predstavljajo kompozicije, kjer je ta 
zmogljivost nizka. Sestavljena je lahko iz več vrhov in dolin (Jerman, 1996). Osnovna ideja 
je ta, da naravna selekcija usmerja populacijo do lokalnega optimuma (vrha hriba), ki pa ni 
nujno globalni optimum. Tako se lahko zgodi, da populacija ni optimalno prilagojena na 
svoje okolje, saj se z dosegom nižjega vrha izogne prehodu čez dolino, kjer na okolje ne bi 
bila prilagojena, pa čeprav bi se na drugem koncu doline nahajal hrib z višjim vrhom. Vzroka 
za diverzifikacijo sta lahko tudi adaptacija na različne pogoje ali naključni genetski drs. 
Poskus kaže na pomembno vlogo stohastičnih dogodkov pri procesih prilagajanja (Lenski in 
Travisano, 1994). 
 
2.5.1 Eksperimentalna evolucija virusov 
 
Zaradi odsotnost mehanizmov kontrolnega branja od RNA odvisne RNA polimeraze so 
mutacije pri pomnoževanju RNA virusov pogoste. Poleg tega imajo RNA virusi majhne 
genome (npr. med 3,6 kilobaznih parov bakteriofaga MS2 in približno 30 kilobaznih parov 
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pri koronavirusih). Hitrosti podvojevanja virusov so visoke, zato večina RNA virusov v 
kratkem času tvori velike populacije. Zaradi omenjenih lastnosti so RNA virusi zelo primerni 
za študije eksperimentalne evolucije. Ne omogočajo le razumevanja evolucije virusov, 
ampak tudi interakcij med gostiteljem in virusom (Elena in sod., 2008). 
 
Pri transportu virusov po rastlini prihaja do genetskih ozkih grl, ki prispevajo k vzpostavitvi 
genetsko različnih populacij v različnih delih rastline (Elena in sod., 2008). Pri virusu 
mozaika kumare (CMV) so Ali in sodelavci (2006) ugotovili, da do ozkih grl prihaja tudi pri 
prenosu virusa s pomočjo prenašalcev (npr. listnih uši). Prvo ozko grlo je pri prehranjevanju 
listnih uši na okuženih rastlinah, drugo pa pri inokulaciji zdravih rastlin.  
 
V povezavi s stohastično naravo prenosa oziroma kolonizacije neokuženih tkiv, nove 
populacije virusov nenehno nastajajo iz majhnega števila genomov. Če upoštevamo visoko 
stopnjo mutacij, obstaja nezanemarljiva verjetnost, da v novo nastali populaciji pride do 
fiksacije škodljivih mutacij. Ponavljajoča se ozka grla v kombinaciji z nenatančnostjo 
pomnoževanja RNA virusov zmanjšujejo njihovo preživetveno zmogljivost (Elena in 
Sanjuán, 2007). De la Iglesia in Elena (2007) sta ta opažanja prenesla v poskus z virusom 
razjed tobaka (TEV), v katerem sta vzpostavila 20 ločenih evolucijskih linij virusa ter 
opravila 11 zaporednih prenosov virusa, izoliranega iz lokalnih poškodb kvinoje 
(Chenopodium quinoa). Pri vseh linijah sta opazila znižanje preživetvene zmogljivosti, ena 
linija je celo izumrla. 
 
Pri dolgo trajajočih poskusih eksperimentalne evolucije virusov je moč opaziti hitro začetno 
povišanje preživetvene zmogljivosti, ki se začne sčasoma upočasnjevati. Ta dinamika kaže 
na to, da evolucija populacij po tem, ko so postavljene v novo okolje, poteka iz območij z 
nizko preživetveno zmogljivostjo proti adaptivnemu vrhu ali platoju v adaptacijski pokrajini 
(povzeto po Elena in Sanjuán, 2007). Z uporabo eksperimentalne evolucije in zaporednih 
prenosov virusov lahko rekonstruiramo teoretične haplotipe v začetni populaciji in ocenimo 
vpliv selekcije in genetskega drsa na evolucijo virusa (Kutnjak in sod., 2017).  
 
2.5.2 Možne aplikacije raziskav eksperimentalne evolucije 
 
2.5.2.1 Raziskave preživetvene zmogljivosti populacij 
 
Preživetvena zmogljivost je mera za reprodukcijski uspeh genotipa v določenem okolju. Pri 
raziskavah eksperimentalne evolucije je pogosto izražena kot relativna zmogljivost glede na 
zmogljivost drugega genotipa, na primer predniškega. Adaptacije lahko kvantificiramo z 
meritvami sprememb v zmogljivosti. Pri eksperimentih z mikroorganizmi lahko zmogljivost 
merimo preko rasti dveh populacij, ki tekmujeta za nek vir. Z uporabo različnih 
označevalcev lahko ti dve populaciji tudi dobro ločimo. Z uporabo kontrolnih testov, s 
pomočjo katerih lahko zaznamo potencialne vplive označevalcev, je mogoče zanesljivo 
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kvantificirati evolucijske spremembe v zmogljivosti. Zmogljivost pa ni odvisna le od 
genotipa, ampak tudi od pogojev v katerih je izmerjena, ki pa morajo biti enaki ali vsaj zelo 
podobni tistim, uporabljenim v poskusu eksperimentalne evolucije (povzeto po Elena in 
Lenski, 2003). Področje raziskav eksperimentalne evolucije poskuša razumeti kako prihaja 
do adaptacij populacij na različne razmere v okolju in poskuša razumeti dinamiko procesa 
adaptacije (Elena in Lenski, 2003; Kawecki in sod., 2012).  
 
2.5.2.2 Uporaba v medicini in tehnologiji 
 
Že desetletja se raziskave eksperimentalne evolucije uporabljajo za razvoj živih oslabljenih 
protibakterijskih in protivirusnih cepiv, kot so cepiva proti otroški paralizi, tuberkulozi, 
rumeni mrzlici, ošpicam, mumpsu in rdečkam. Patogene so več zaporednih pasaž prenašali 
v druge gostitelje ali medij, kar je zaradi učinka selekcije na nevirulente seve, privedlo do 
oslabitve njihovega učinka na človeka (Plotkin in Plotkin, 2011). Zaporedni prenosi 
patogenov na določenega gostitelja pogosto vodijo v specializacijo in višjo virulenco v 
tistem gostitelju, kar se lahko uporablja tudi v biološki kontroli škodljivcev (Kolodny-Hirsch 
in Van Beek, 1997). 
 
2.5.3 Omejitve in slabosti poskusov eksperimentalne evolucije 
 
Eksperimentalna evolucija lahko poteka zelo hitro, a procesi v evoluciji lahko potekajo 
prepočasi, da bi jih zaznali tekom nekajletnih raziskav ali celo tekom kariere raziskovalca. 
Proces nastanka novih vrst (z izjemo speciacije preko poliploidije pri rastlinah) je eden takih. 
 
Evolucijski poskusi so občutljivi na kontaminacije, saj te predstavljajo vir imigrantov v 
populacijah. Laboratorijski poskusi pogosto ne odražajo stanja v naravi – mobilni organizmi 
nimajo dovolj prostora, kar vpliva na socialne in spolne interakcije med njimi. Efektivne 
velikosti populacij (del populacije, ki dejansko sodeluje pri razmnoževanju) so v 
laboratorijskih poskusih manjše kot v naravi, kar ima vpliv na rezultate poskusa in kasneje 
na interpretacijo oziroma ekstrapolacijo rezultatov na populacije v naravi (povzeto po 
Kawecki in sod., 2012).   
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2.6 NAMEN IN CILJI NALOGE 
 
Mešane okužbe rastlin z dvema ali več virusi so v naravi pogostejše, kot bi pričakovali. Pri 
mešanih okužbah lahko prihaja tudi do interakcij med virusi. Te so lahko sinergistične ali 
antagonistične, kar vpliva tudi na okuženo rastlino. Virusa PVY in PepMV povzročata 
veliko škodo in ekonomske izgube pri gojenju krompirja in paradižnika po celem svetu. Zelo 
dobro raziskana je sinergistična interakcija med virusoma PVY in PVX, kjer v mešanih 
okužbah lahko pride do povečanja količine slednjega in do izrazitejših bolezenskih 
znamenjih pri rastlinah, kot pri samostojnih okužbah s tema virusoma. Virusa PVY in 
PepMV imata podoben nabor gostiteljskih rastlin, zato obstaja možnost mešane okužbe teh 
dveh virusov. Odnos teh dveh virusov v mešani okužbi še ni bil preučen, ker pa virus PepMV 
uvrščamo v isti rod kot virus PVX, predvidevamo da lahko tudi med virusoma PVY in 
PepMV pride sinergističnih interakcij.  
 
RNA virusi, kamor uvrščamo tudi oba uporabljena virusa, se zaradi nenatančnosti pri 
pomnoževanju in s tem visoke stopnje mutacij ter odsotnih popravljanih mehanizmov zelo 
hitro spreminjajo. Populacije virusov znotraj gostitelja so genetsko zelo raznolike in 
predstavljajo zalogo genetskih variant, kar virusom omogoča hitro prilagajanje na 
spreminjajoče se okolje. Zaradi hitrega spreminjanja so virusi tudi dobri modeli za študij 
mehanizmov evolucije. 
 
Okolje v katerem se nahaja povzročitelj bolezni rastlin, predstavlja vir selekcije nanj. 
Selekcijo lahko predstavlja gostitelj, v katerem se virus razmnožuje (Bedhomme in sod., 
2012), različni gostitelji tako predstavljajo različne selekcijske pritiske za populacije 
virusov. V primeru mešane okužbe je vir selekcij tudi drug virus, ki je prisoten v istem 
gostitelju. Do razlik v evoluciji med virusi v  mešani in samostojni okužbi lahko pride zaradi 
spremenjenih selekcijskih pritiskov, ti pa lahko izvirajo iz neposrednih interakcij med 
komponentami virusov ali pa posredno preko spremenjenega fiziološkega stanja gostiteljske 
rastline v mešani okužbi v primerjavi s samostojno. Poleg tega med virusi v mešani okužbi 
lahko prihaja do izmenjave genov, kar lahko vodi v nastanek novih variant virusov 
(Roosinck, 1997).  
 
Najprej smo želeli vzpostaviti samostojni in mešane okužbe virusov PepMV (iz paradižnika) 
in PVY (iz krompirja) v več ločenih linijah v tesnih rastlinah Nicotiana benthamiana in nato 
s pristopi eksperimentalne evolucije testirati ali v mešanih okužbah prihaja do razlik v 
dinamiki evolucije virusnih populacij v primerjavi s samostojnimi okužbami. Za oceno 
sprememb preživetvene sposobnosti virusnih populacij smo spremljali količine virusov v 
rastlinah tekom eksperimentalne evolucije (merjenje titra virusov v zaporednih pasažah s 
pomočjo kvantitativne PCR) v linijah z mešanimi in samostojnimi okužbami. 
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2.6.1 Delovne hipoteze 
 
1. Bolezenska znamenja bodo pri samostojnih okužbah drugačna oziroma bolj ali manj 
izrazita kot pri mešani. 
2. Bolezenska znamenja se bodo pri različnih načinih okužbe (mešana, samo PVY, 
samo PepMV) tekom eksperimentalne evolucije spremenila. 
3. V mešani okužbi bo tekom eksperimentalne evolucije prišlo do razlik v 
namnoževanju PVY/PepMV/obeh virusov v primerjavi s samostojno okužbo le 
enega od njiju. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 RASTLINSKI IN VIRUSNI MATERIAL 
 
Kot testne rastline smo za poskus uporabili rastline Nicotiana benthamiana iz zbirke 
Nacionalnega inštituta za biologijo (ID 409). Semena rastlin smo najprej 24 ur namakali v 
raztopini giberelinske kisline, nato pa smo jih posejali v lonček s substratom. Po dveh tednih 
smo vsako rastlino presadili v posamezen lonček in jih nato po skupno štirih tednih od setve 
prenesli v karantenski rastlinjak, kjer smo jih mehansko inokulirali po postopku, opisanem 
v poglavju 3.3. Zdrave rastline so bile vzgojene v rastni komori pri pogojih: 21 ± 2 °C v času 
osvetljevanja in 18 ± 1 °C v času teme, relativni zračni vlagi 75 % ± 2 %, osvetljevanju 70-
90 μmol/m2/s2 (L36W/77 lamp, Osram, Germany) in 16 urni svetlobni fotoperiodi. Rastline 
smo ves čas poskusa zalivali z vodovodno vodo. 
 
Virusa, s katerima smo okuževali rastline, smo pred poskusom namnožili. Virus PVYNTN 
(zbirka NIBV151) je bil namnožen z vegetativnim razmnoževanjem tkivnih kultur 
okuženega krompirja (Solanum tuberosum cv. Pentland squire), virus PepMV Ch2 (zbirka 
NIBV147) pa z mehansko inokulacijo propagacijskih rastlin paradižnika (S. lycopersicum 
cv. Moneymaker). 
 
3.2 PRIPRAVA INOKULATOV 
 
Inokulate za okuževanje rastlin smo pripravili z inokulacijskim pufrom (20 mM fosfatni 
pufer z 2 % PVP), v sestavi: 
 
Raztopina A (0,2 M) 
NaH2PO4 x H2O 2,76 g 
ddH2O             100 ml 
 
Raztopina B (0,2 M) 
Na2HPO4  2,84 g 
ddH2O             100 ml 
 
Za 100 ml 20 Mm fosfatnega pufra (pH 7,4) z 2 % PVP: 
Raztopine A   1,9 ml 
Raztopine B   8,1 ml 
ddH2O              do 100 ml 
PVP   2 g 
 
Rastlinski material smo v razmerju 1 : 5 (g : ml) redčili z inokulacijskim pufrom in ga 
homogenizirali v vrečkah z mrežico (Bioreba, Švica). 
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Za prvo okuževanje rastlin smo nato pripravili štiri mešanice razredčenih ekstraktov (4 
inokulate), v vsakem smo v enakem razmerju zmešali razredčene ekstrakte rastlinskega 
materiala.  
 
Inokulat PVY: 7,5 ml razredčenega ekstrakta krompirja okuženega s PVY (S. tuberosum 
cv. Pentland squire) in 7,5 ml razredčenega ekstrakta zdravega paradižnika (S. lycopersicum 
cv. Moneymaker).  
Inokulat PepMV: 7,5 ml razredčenega ekstrakta paradižnika okuženega s PepMV (S. 
lycopersicum cv. Moneymaker) in 7, 5 ml razredčenega ekstrakta zdravega krompirja (S. 
tuberosum cv. Pentland squire).  
Mešan inokulat (mix): 7,5 ml razredčenega ekstrakta krompirja okuženega s PVY (S. 
tuberosum cv. Pentland squire) in 7,5 ml razredčenega ekstrakta paradižnika okuženega s 
PepMV (S. lycopersicum cv. Moneymaker).  
Kontrolni inokulat (mock): 7,5 ml razredčenega ekstrakta zdravega krompirja (S. 
tuberosum cv. Pentland squire) in 7,5 ml razredčenega ekstrakta zdravega paradižnika (S. 
lycopersicum cv. Moneymaker).  
Pred mehansko inokulacijo rastlin smo 1 ml vsakega inokulata prenesli v mikrocentrifugirko 
in vzorce shranili na -80 °C. 
 
3.3 MEHANSKA INOKULACIJA RASTLIN 
 
Zdravim rastlinam smo z alkoholnim flomastrom označili peclje prvih treh popolno razvitih 
listov, ki smo jih kasneje inokulirali. Označene liste smo naprašili s karborundom (0,037 
mm, VWR International Prolado), s čimer smo na listih naredili drobne rane, skozi katere so 
lahko virusi prodrli v celice. Na liste smo nakapali 2-3 kapljice inokulata in ga nežno 
razmazali po celotni površini listov. Po 10 minutah smo inokulirane liste sprali z vodovodno 
vodo v puhalki. Tako inokulacija kot nadaljnja rast rastlin sta potekali v karantenskem 
rastlinjaku pri pogojih 22 ± 2 °C v času osvetljevanja in 19 ± 2 °C v času teme in fotoperiodo 
16 ur svetlobe in 8 ur teme. 
 
3.4 VZPOSTAVITEV IN VZDRŽEVANJE VEČ EVOLUCIJSKIH LINIJ 
 
Pri prvem okuževanju (prva pasaža) smo z inokulati PVY, PepMV in mešanim inokulatom 
inokulirali po 36 rastlin, kot negativno kontrolo smo s kontrolnim inokulatom inokulirali 12 
rastlin. 28 dni po okuževanju (angl. days post inoculation, dpi) smo izmed rastlin z 
bolezenskimi znamenji izbrali po 9 rastlin za vsak način inokulacije (PVY, PepMV in mešan 
inokulat), ki so predstavljale izhodišče za poskus eksperimentalne evolucije virusov. Na ta 
način smo vzpostavili 9 ločenih evolucijskih linij. Vse izbrane rastline smo vzorčili kot je 
navedeno v poglavju 3.5 ter viruse devet zaporednih pasaž prenašali na nove generacije 
zdravih rastlin Nicotiana benthamiana. 
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V vsaki pasaži smo za vsako evolucijsko linijo inokulirali štiri rastline (Slika 1). Rastline, 
inokulirane z različnimi inokulati smo ločili s pregradami, da se niso dotikale med seboj. 
Rastline inokulirane s posamezno linijo smo ločili od drugih (poseben podstavek, razmik), 
da smo preprečili njihovo dotikanje in navzkrižne kontaminacije med linijami. Pri 
okuževanju in vzorčenju smo bili pazljivi, da smo si po dotikanju inokuliranih rastlin ene 
linije vedno zamenjali rokavice, preden smo se dotikali zdravih rastlin ali rastlin inokuliranih 
z drugo linijo enakega ali drugega virusa. 
 
3.5 VZORČENJE IN MERJENJE VIŠIN TER OPAZOVANJE BOLEZENSKIH 
ZNAMENJ RASTLIN 
 
Štiri tedne (28 dpi) po mehanski inokulaciji smo zbrali vzorce vseh rastlin iz pasaže. Vzorčili 
smo prve tri liste nad označenimi inokuliranimi listi. V izogib kontaminacijam smo najprej 
vzorčili vse rastline inokulirane z inokulatom PVY, nato vse rastline inokulirane z mešanim 
inokulatom, inokulatom PepMV ter na koncu kontrolne rastline.  
 
Rastlino, katere vzorec smo uporabili za prenos virusov v naslednjo pasažo, smo vzorčili 
trikrat. S pomočjo mikrocentrifugirk smo liste vzorčili v obliki diskov: po 3 (cca 45 mg) in 
6 diskov (cca 90 mg) za nadaljnje molekularne analize ter po 15 diskov (cca 225 mg) za 
inokulacijo nove generacije rastlin. Ostale 3 rastline iz linije (pladnja) smo vzorčili le enkrat, 
po 3 diske. Vzorec, ki smo ga uporabili za prenos virusov na nove rastline, smo prenesli na 
led in ga nato do inokulacije naslednje pasaže rastlin shranili na -20 °C, vse ostale vzorce pa 
smo prenesli v tekoči dušik in nato shranili na -80 °C. Med vzorčenjem predhodne in 
inokulacijo naslednje pasaže rastlin je poteklo največ 7 dni. 
 
Pri inokulaciji nove generacije rastlin smo vzorce, ki so bili shranjeni na -20 °C, prenesli na 
led, ter jim s plastično pipeto za enkratno uporabo dodali 1-2 ml inokulacijskega pufra. S 
pomočjo plastičnega pestila smo rastlinski material v mikrocentrifugirki strli, ga zmešali s 
pufrom, ter nato uporabili za inokulacijo novih rastlin. Kontrolni inokulat smo od 2. pasaže 
naprej pripravili iz neokuženega rastlinskega materiala N. benthamiana po istem postopku 
kot inokulat pripravljen iz okuženega materiala. S kontrolnim inokulatom smo v vsaki pasaži 
okužili 8 rastlin.  
 
Na dan vzorčenja smo izmerili tudi višine vseh rastlin, jih fotografirali in zabeležili njihova 
bolezenska znamenja. Za primerjavo višin rastlin med različnimi načini inokulacije, smo te 
normirali na višine kontrolnih rastlin v isti pasaži. Višino vsake rastline inokulirane s PVY, 
PepMV in mešanim inokulatom, smo normirali na povprečno višino kontrolnih rastlin iz iste 
pasaže. Rastline namreč pri inokulaciji na začetku pasaž niso bile vedno enako visoke in tudi 
rastle so različno hitro. 
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Da bi ugotovili ali v zgodnjih fazah sistemske okužbe prihaja do razlik pri namnoževanju 
virusov v samostojnih okužbah v primerjavi z mešano, smo v 1. pasaži poleg vzorčenja 28 
dpi, rastline vzorčili v več časovnih točkah: 8, 12, 16, 20 in 24 dpi. Ob vsaki časovni točki 
smo vzorčili po 4 rastline iz vsakega načina inokulacije, vsakič druge štiri rastline kot pri 
predhodni časovni točki. Vzorčili smo po 1 disk iz prvih treh razvitih listov nad 
inokuliranimi listi (skupaj približno 45 – 50 mg rastlinskega materiala). Nato smo iz vseh 12 
rastlin vsake časovne točke izolirali RNA ter s pomočjo RT-qPCR določili relativne količine 
virusov.  
 
 
Slika 1: Shema vzorčenja pri eni od pasaž. Različne barve ponazarjajo različne načine okuževanja (rdeča PVY, 
rumena mešan inokulat, zelena PepMV in siva kontrolo). Vsak kvadrat predstavlja en pladenj (eno evolucijsko 
linijo), na katerem so 4 rastline (krogi), številka nad pladnjem pa številko evolucijske linije. V vsaki pasaži 
smo eno rastlino iz vseh linij vzorčili trikrat; od teh smo en vzorec uporabili za inokulacijo 4 neokuženih rastlin 
v naslednji pasaži, drugi vzorec smo uporabili za RT-qPCR analizo, tretji pa je predstavljal rezervo; do 
analize/inokulacije smo jih shranili na -80 °C/-20 °C. Natančno je prikazano le vzorčenje ene linije rastlin 
inokuliranih s PVY, postopek smo ponovili pri vseh linijah vseh treh načinov inokulacije.  
 
3.6 METODE UPORABLJENE ZA ANALIZO VZORCEV 
 
3.6.1 Izolacija celokupne RNA iz rastlinskega materiala 
 
Celokupno RNA smo izolirali iz vzorcev istih rastlin, kot so bile uporabljene za prenos 
virusov na naslednjo pasažo rastlin. Pred začetkom izolacije RNA smo rastlinski material 
homogenizirali s pomočjo aparature Fast Prep (MP Biomedicals, ZDA). V 2 ml centrifugirke 
smo dodali kremenčev pesek, keramično kroglico, 400 μl mešanice Lysis/Binding Solution 
iz kompleta za izolacijo RNA MagMAXTM-96 Total RNA Isolation Kit (Ambion, ZDA) ter 
zamrznjen vzorec rastlinskega materiala (cca 45 mg). Prenos vzorcev iz mikrocentrifugirk 
je moral potekati hitro, da se ti niso odtajali, saj bi to lahko povzročilo razgradnjo RNA. 
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Homogenizacija je potekala 60 s pri hitrosti 6 m/s, sledila pa je 10-minutna centrifugacija 
vzorcev pri sobni temperaturi in 14000 G (centrifuga Eppendorf 5417R, ZDA).  
 
Celokupno RNA smo izolirali s pomočjo kompleta MagMAXTM-96 Total RNA Isolation Kit 
(Ambion, ZDA) v aparaturi KingFisher™ Magnetic Particle Processors (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA), po navodilih proizvajalca. Pri vsaki izolaciji smo izvedli negativno 
kontrolo izolacije (NKI), ki smo jo pripravili enako kot vzorce, razlikovala se je le v tem, da 
ni vsebovala rastlinskega materiala. S pomočjo negativne kontrole lahko sledimo 
kontaminacijam, nastalim med postopkom izolacije in kontaminacijam uporabljenih 
kemikalij in opreme. Po končani izolaciji smo za nadaljnje analize v vodi brez RNaz 
pripravili 10- in 100-kratne redčitve izolirane RNA, ki smo jih kasneje uporabili za 
kvantifikacijo RNA z metodo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo sklopljene z 
obratnim prepisovanjem (RT-qPCR). Vzorce izolirane RNA in redčitve smo shranili na -80 
°C.  
 
3.6.2 RT- PCR v realnem času (RT-qPCR) 
 
Metoda qPCR je zelo občutljiva in omogoča analizo ekspresije genov že iz zelo majhnih 
količin RNA (Freeman in sod., 1999). Omogoča spremljanje poteka reakcije v vseh fazah, 
za razliko od klasičnega PCR, kjer rezultat odčitamo na koncu pomnoževanja. Pri qPCR 
rezultat odčitamo med eksponentno fazo pomnoževanja, kjer v teoriji v vsakem ciklu 
pomnoževaja pride do podvojevanja produkta. Metoda temelji na zaznavanju fluorescence 
pomnoževanega tarčnega odseka DNA med reakcijo pomnoževanja (Bustin in sod., 2005). 
  
Metodo obratnega prepisovanja in PCR v realnem času (RT-qPCR) smo uporabili za 
določanje količine virusne RNA v vzorcih rastlin, okuženih z virusoma PVY in PepMV. 
Metodo smo izvedli v enem koraku s kemikalijami kompleta AgPath-ID™ One-Step RT-
PCR mix (Ambion, ZDA). Z RT-qPCR smo pomnoževali specifičen odsek nukleotidnega 
zaporedja virusnega genoma izbranih virusov, pri čemer smo uporabili začetne 
oligonukleotide in sonde, navedene v Preglednici 1. Sestava reakcijskih mešanic je navedena 
v Preglednicah 2 in 3. V vzorcih izolirane celokupne RNA smo poleg analize prisotnosti in 
koncentracije PVY in PepMV, ugotavljali še prisotnost rastlinskega gena za citokrom 
oksidazo (COX), ki je služil za kontrolo uspešnosti izolirane RNA in normalizacijo količine 
kopij virusnih RNA. Končni volumen za reakcije RT-qPCR je bil 10 μl. Na optično ploščico 
s 384 jamicami (Applied Biosystems, ZDA) smo nanesli 8 μl pripravljene reakcijske 
mešanice (Preglednica 2) in v vsako reakcijo pomnoževanja dodali 2 μl 10-krat ali 100-krat 
redčenega vzorca izolirane RNA. Vsak vzorec smo na ploščico nanesli v dveh ponovitvah. 
Poleg NKI smo na ploščico nanesli pozitivno kontrolo za izbrane viruse in kontrolo 
kontaminacije ploščice (ang. no template control, NTC), kjer smo namesto vzorca pred in 
po nanašanju vzorcev RNA nanesli vodo brez nukleaz. Ploščico smo pokrili s prozorno 
lepljivo folijo, jo 2 min centrifugirali pri 1000 G in jo nato vstavili v napravo 7900HT Fast 
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Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific, ZDA), ki je v osnovi sestavljena iz 
aparature za PCR in iz sistema za zaznavanje fluorescence  med PCR. 
 
Preglednica  1: Začetni oligonukleotidi in sonde za analizo vzorcev z RT-qPCR. F - smiselni začetni 
oligonukleotid (forward primer), R - protismiselni začetni oligonukleotid (reverse primer), S – sonda. 
Virus  Ime začetnega 
oligonukleotida/ 
sonde 
Nukleotidno zaporedje (5’ - 3’) Vir 
PVY PVY-uni_F CATAGGAGAAACTGAGATGCCAAC
T 
Kogovšek 
in sod., 
2008 PVY-uni_R TGGCGAGGTTCCATTTTCA 
PVY-uni_S TGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTG
CA 
PepMV PepMV-
Ch2&US2_F 
TGGGTTTAGCAGCCAATGAGA Gutiérrez-
Aguirre in 
sod., 2009 PepMV-
Ch2&US2_R 
AACTTTGCACATCAGCATAAGCA 
PepMV-
Ch2&US2_S 
CGGACCTGCCATGTGGGACCTC 
COX COX_F CGTCGCATTCCAGATTATCCA Weller in 
sod., 2000 COX_R CAACTACGGATATATAAGRRCCRRA
ACTG 
COX_S TGC TTA CGC TGG ATG GAA TGC 
CCT 
 
 
Preglednica  2: Sestava reakcijske mešanice za RT-qPCR za zaznavo PVY. 
Reagent  Začetna 
koncentracija 
Končna 
koncentracija 
Volumen za 1 
reakcijo (μl) 
Voda brez nukleaz   1,7 
RT-PCR pufer 
(AgPath) 
2x 1x 5,0 
F: smiselni začetni 
oligonukleotidi 
10 μM 0,3 μM 0,3 
R: protismiselni 
začetni 
oligonukleotidi 
10 μM 0,3 μM 0,3 
S: sonda 5 μM 0,15 μM 0,3 
RT-PCR encim 
(AgPath) 
25x 1x 0,4 
Skupaj   8 
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Preglednica  3: Sestava reakcijskih mešanic za RT-qPCR za zaznavo COX in PepMV. 
Reagent  Začetna 
koncentracija 
Končna 
koncentracija 
Volumen za 1 
reakcijo (μl) 
Voda brez nukleaz   0,0 
RT-PCR pufer 
(AgPath) 
2x 1x 5,0 
F: smiselni začetni 
oligonukleotidi 
10 μM 0,9 μM 0,9 
R: protismiselni 
začetni 
oligonukleotidi 
10 μM 0,9 μM 0,9 
S: sonda 2,5 μM 0,2 μM 0,8 
RT-PCR encim 
(AgPath) 
25x 1x 0,4 
Skupaj   8 
 
Reverzna transkripcija in pomnoževanje specifičnega odseka nukleotidnega zaporedja sta 
potekala pri pogojih: 
- 10 min, 48 °C (obratno prepisovanje RNA v cDNA) 
- 10 min, 95 °C (aktivacija polimeraze) 
45 ciklov: 
- 15 s, 95 °C (denaturacija DNA) 
- 1 min, 60 °C (vezava začetnih oligonukleotidov in prepisovanje DNA verige). 
Za zaznavanje produktov smo uporabili hidrolizno sondo Taqman®, ki se specifično veže na 
tarčni odsek cDNA med obema začetnima oligonukleotidoma. Na 5'-koncu je imela vezano 
reportersko barvilo FAM (6-karboksifluorescin), na 3'-koncu pa fluorescentno dušilno 
barvilo TAMRA (6-karboksi-tetrametilrodamin). Pri intaktni sondi je dušilno barvilo blizu 
reporterskega barvila in duši njegov signal, zato ta ne fluorescira. Pri podaljševanju pa 
polimeraza zaradi svoje 5'-eksonukleazne aktivnosti razgrajuje sondo in dušilno barvilo se 
loči od reporterskega. Posledica tega je fluorescenca reporterskega barvila, ki narašča 
sorazmerno z nastajanjem pomnožka (Benes in Castoldi, 2010). V reakcijsko mešanico smo 
dodali tudi RT-PCR Pufer (AgPath), ki je optimiziran za potek reakcije RT-qPCR in vsebuje 
tudi pasivno referenčno barvilo ROX, ki se uporablja za normalizacijo signala reporterskega 
barvila. S pomočjo pasivne reference korigiramo nihanja fluorescentnega signala, ki ne izvira 
iz PCR ampak iz fluorescence ozadja (npr. sestavine reakcije, prašni delci). 
 
Rezultate RT-qPCR smo analizirali z računalniškim programom SDS 2.3 (Applied 
Biosystems, ZDA). Program je izrisal graf pomnoževanja produkta PCR, na katerem je bilo 
na os x naneseno število ciklov PCR, na os y pa vrednosti ΔRn, ki predstavlja razliko med 
emisijo fluorescence produkta v določenem času in emisijo pasivnega referenčnega barvila 
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ROX. Krivulja pomnoževanja produkta ima 3 faze: lag fazo, kjer je zaradi nizke začetne 
količine produkta fluorescenčni signal še prešibak in ga ne moremo razlikovati od 
fluorescence ozadja, eksponentno fazo, kjer se z vsakim ciklom število kopij tarčnega 
zaporedja podvoji in plato fazo, kjer pride do zasičenosti fluorescenčnega signala, zaradi 
porabe reagentov. Mejna vrednost (angl. threshold) je določena tako, da seka krivuljo 
pomnoževanja v točki, kjer je fluorescenca nastalega produkta statistično značilno višja od 
fluorescence ozadja, kar je v začetku eksponentne faze. Število ciklov, ki so potrebni za dvig 
signala fluorescence nad prag, predstavlja vrednost Cq. Vrednosti Cq so obratno sorazmerne 
začetni količini virusne RNA – več začetnega vzorca pomeni nižji cikel (nižjo vrednost Cq) 
pri katerem fluorescenca vzorca preseže fluorescenco ozadja. V programu smo bazno linijo 
– število ciklov reakcije, pri katerih jakost fluorescence še ne doseže praga detekcije, 
avtomatsko nastavili, prag pa smo nastavili ročno pri vrednosti 0,1. 
 
Pridobljene vrednosti Cq smo prenesli v program Microsoft Excel (Microsoft, ZDA), kjer 
smo izvedli nadaljnjo kvantifikacijo rezultatov.  
 
3.6.3 Analiza rezultatov RT-qPCR 
 
Vrednosti Cq, pridobljene z RT-qPCR smo uporabili za relativno kvantifikacijo, kjer smo kot 
referenčni gen uporabili gen COX. Za relativno kvantifikacijo smo uporabili predhodno 
pripravljeno standardno krivuljo, ki je bila pripravljena iz vzorcev izolirane RNA iz rastlin 
N. benthamiana, ki so bile okužene z virusoma PVY in PepMV. Z uporabo vode brez nukleaz 
je bila pripravljena redčitvena vrsta (10-1 do 10-9), na podlagi rezultatov RT-qPCR redčenih 
vzorcev je bila izrisana umeritvena krivulja. Določen je bil dinamični razpon, ki je zajemal 
koncentracije, pri katerih pri določeni stopnji učinkovitosti pomnoževanja dobimo linearno 
standardno krivuljo. V tem razponu smo lahko kvantificirali naše rezultate. Na x osi so bile 
nanešene logaritemske vrednosti števila virtualnih kopij, na y osi pa vrednosti Cq za vsak 
pomnožek (COX, PVY, PepMV). S pomočjo standardne krivulje smo določili tudi mejo 
detekcije za posamezen amplikon, ki jo je predstavljal zadnji pozitiven signal v redčitveni 
vrsti (kjer sta vsaj dve od treh ponovitev pozitivni) (Kogej, 2018). 
 
Za vsak amplikon posebej smo določili tudi območje vrednosti Cq, znotraj katerega smo 
kvantificirali rezultate RT-qPCR. Pričakovana razlika v Cq vrednostih med dvema 
zaporednima redčenima vzorcema je bila 3,3, saj na podlagi enačbe 2n (n = ΔCq), sprememba 
za 3,331 cikla predstavlja 10-kratno razliko v začetnem materialu (Denman in McSweeney, 
2005). Meje kvantifikacije smo določili pri redčini, v kateri se Cq vrednosti ponovitev niso 
razlikovale za več kot 0,5 ter zaokrožili na celo številko (Kogej, 2018). Dinamični razponi, 
meje kvantifikacije ter meja detekcije za posamezne amplikone so predstavljeni v Preglednici 
4.  
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Preglednica  4: Povprečne vrednosti Cq treh ponovitev redčin, pripravljenih za standardno krivuljo, testirane 
z RT-qPCR za vse tri amplikone, določene meje kvantifikacije in detekcije ter vrednosti k2 in n2. V sivem 
območju so dinamični razponi testov za kvantifikacijo (Kogej, 2018: 33). 
Redčitev COX PVY PepMV 
100 17,49 15,66 10,35 
10-1 20,62 18,76 12,93 
10-2 23,67 21,96 16,38 
10-3 27,07 25,40 19,57 
10-4 30,41 28,93 23,06 
10-5 33,90 32,27 26,25 
10-6 38,23 36,85 29,92 
10-7 neg. neg. 32,62 
10-8 neg. neg. 35,36 
10-9 neg. neg. neg. 
Spodnja meja kvantifikacije 17 16 10 
Zgornja meja kvantifikacije 34 32 30 
Meja detekcije 38 37 35 
k2 - 0,305 - 0,300 - 0,305 
n2 11,942 12,498 11,021 
 
V naslednjem koraku analize smo preverili razliko v vrednostih Cq med ponovitvama 
(paralelkama). Če je bila ta večja od 0,5 smo analizo RT-qPCR vzorcev ponovili.  
 
Pri vsakem vzorcu smo s pomočjo standardne krivulje in enačbe 
 
št. kopij = 10 Cq (vzorca) * k2 + n2                                                                                 … (1) 
 
določili število virtualnih kopij virusa (Žel in sod., 2012). Vrednost k2 predstavlja obratni 
naklon umeritvene krivulje, vrednost n2 pa je točka, kjer krivulja seka y os. Obe vrednosti sta 
bili poleg vrednosti naklona umeritvene krivulje, korelacijskega koeficienta in učinkovitosti 
pomnoževanja posameznega amplikona, določene pri pripravi umeritvene krivulje. Za 
zagotavljanje kvalitete rezultatov, so bila določena tudi sprejemljiva odstopanja vrednosti 
vzorcev od standardne krivulje (Kogej, 2018). V primeru odstopanj, smo kvantifikacijo z RT-
qPCR ponovili. 
 
Izražanje COX pri različnih vzorcih rastlin krompirja, paradižnika in N. benthamiana pri 
različnih pogojih se je izkazalo kot stabilno (Gutiérrez-Aguirre in sod. 2009; Baebler in sod., 
2009; Mehle in sod. 2014), zato smo ga lahko uporabili za normalizacijo rezultatov. 
Normalizacija je bila potrebna zaradi različne uspešnosti izolacij RNA in različne količine 
rastlinskega materiala iz katerega smo RNA izolirali. Na ta način smo ocenili koliko virusne 
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RNA, izražene kot število virtualnih kopij posameznega virusa, relativno glede na število 
virtualnih kopij COX (PVY/COX in PepMV/COX) je v vzorcu.  
 
Virus PepMV je zelo stabilen, kontaminirane površine lahko predstavljajo vir kontaminacij 
še nekaj tednov po tem, ko so bile v stiku z virusom (van der Vlugt, 2009). Virus v vodi pri 
20 ± 4 °C ostane infektiven 3 tedne, RNA pa lahko z RT-qPCR zaznamo še dolgo po tem, ko 
virus izgubi virulenco (Mehle in sod., 2014). Kontaminacije smo zaznali kot prisotnost virusa 
PepMV v vzorcih rastlin, ki niso bile inokulirane z njim. Vrednosti Cq za virus PepMV so 
bile v primeru kontaminacij zelo visoke, dva do trikrat višje kot vrednosti Cq pozitivnih 
vzorcev. Visoke Cq vrednosti so pomenile prisotnost virusa v zelo nizkih količinah, zato smo 
kontaminacije lahko ločili od vzorcev pozitivnih za PepMV. Zaznali smo tudi nekaj 
kontaminacij z virusom PVY. Tudi v tem primeru je bil virus prisoten v vzorcih rastlin, ki 
niso bile inokulirane s PVY. Vrednosti Cq so bile zelo visoke in večinoma izven 
kvantifikacijskega območja. Pri enem vzorcu pri načinu inokulacije PVY, so bile vrednosti 
Cq za virus PepMV znotraj območja kvantifikacije. Tu smo postopek izolacije celokupne 
RNA in RT-qPCR analizo ponovili na rezervnem vzorcu te rastline, kjer je bila vrednost Cq 
izven ranga kvantifikacije, zato smo jo obravnavali kot kontaminacijo. Na začetku (zgodnje 
časovne točke in 1. pasaža) in koncu poskusa (7. in 8. pasaža) je bilo veliko vzorcev rastlin, 
ki so bile inokulirane le s PVY, pri katerih smo izmerili vrednosti Cq izven območja 
kvantifikacije za virus PVY. Virus PVY lahko ostane v posušenem rastlinskem soku 
krompirja infektiven do 28 ur (Coutts in Jones, 2015), RNA pa lahko z metodo RT-qPCR 
zaznamo še dolgo po izgubi infektivnosti (Mehle in sod., 2014). Morebitne ostanke PVY iz 
inokulata lažje zaznamo v prvih dneh po inokulaciji, zato v primeru zgodnjih časovnih točk 
ne moremo ločiti med tem ali so visoke vrednosti Cq posledica ostanka inokulata ali pa smo 
zaznali virus, ki se je šele začel pomnoževati.       
 
3.6.4 Statistična analiza rezultatov 
 
Statistične analize smo izvedli s pomočjo programskega paketa SPSS (IBM Analytics). 
Zanimalo nas je ali je tekom pasaž oziroma med samostojnima in mešano okužbo prišlo do 
morebitnih statistično značilnih razlik v količini enega ali drugega virusa. Analizirali smo 
rezultate kvantifikacije vrednosti Cq, ki smo jih pridobili z RT-qPCR (PVY/COX in 
PepMV/COX). V statistično analizo smo vključili le skupine podatkov, ki so vsebovale vsaj 
5 meritev. V primeru rezultatov iz mešanega inokulata smo upoštevali le meritve, kjer se je 
vzpostavila mešana okužba in smo zaznali oba virusa. 
 
Za ugotavljanje porazdelitve podatkov smo izvedli Shapiro-Wilk test normalnosti. Ničelna 
hipoteza pri tem testu pravi, da je porazdelitev normalna. Če je p-vrednost presegala 0,05, 
smo ničelno hipotezo potrdili, v nasprotnem primeru pa smo sklepali, da podatki niso 
porazdeljeni normalno.  
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Pri analizi rezultatov iz iste pasaže, smo med seboj primerjali po dva neodvisna vzorca, zato 
smo v primeru normalne porazdelitve podatkov, te analizirali s T-testom za neodvisne vzorce 
(Independent Samples T-test), nenormalno porazdeljene podatke pa smo analizirali z 
neparametričnim Mann-Whitney U testom. Slednjega smo uporabili tudi za primerjavo dveh 
porazdelitev podatkov, kjer vsaj ena ni bila normalna. Iskali smo prisotnost statistično 
značilnih razlik (signifikanca oziroma p vrednost manjša od 0,05), uporabili smo stopnjo 
zaupanja 0,95. Rezultate smo prikazali z grafikoni v obliki škatel z brki. S črtami smo 
označili tiste rezultate, med katerimi je prišlo do statistično značilnih razlik. 
 
Rezultati iz različnih pasaž so bili med seboj odvisni, zato smo za primerjavo teh rezultatov 
uporabili statistične teste, ki med seboj primerjajo isti dve enoti v različnih časovnih točkah. 
V primeru normalne porazdelitve podatkov, smo te med seboj primerjali s T-testom za 
odvisne vzorce (Paired Samples Test), v primeru da vsaj ena od primerjanih skupin podatkov 
ni bila normalno porazdeljena, smo jih primerjali z Wilcoxonovim testom predznačenih 
rangov (Wilcoxon Signed Ranks Test). Uporabili smo stopnjo zaupanja 0,95, kar je v 
primeru p < 0,05 pomenilo, da je bila razlika v porazdelitvah (titru virusov med pasažami) 
statistično značilna. Rezultate smo prikazali v obliki raztresenih grafikonov z ravnimi črtami 
in oznakami. 
 
Analizirali smo tudi relativne višine rastlin, inokulirane z različnimi načini inokulacije. Med 
seboj smo primerjali relativne višine različno inokuliranih rastlin znotraj iste pasaže. Iz 
analize smo izključili 9. pasažo rastlin inokuliranih s PVY, saj je tam bolezenska znamenja 
za okužbo s PVY izražala le 1 rastlina. Za ugotavljanje porazdelitev podatkov smo uporabili 
Shapiro-Wilk test normalnosti. Normalno porazdeljene podatke smo primerjali s T testom 
za neodvisne vzorce, za primerjavo porazdelitev podatkov, kjer vsaj ena porazdelitev ni bila 
normalna, smo uporabili neparametrični Mann-Whitney U test. Uporabili smo stopnjo 
zaupanja 0,95, pri čemer je vrednost p < 0,05 pomenila, da je bila razlika v relativnih višinah 
med primerjanima skupinama podatkov, statistično značilna.  
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4  REZULTATI 
 
4.1 OPAZOVANJE BOLEZENSKIH ZNAMENJ TEKOM PASAŽ 
 
Bolezenska znamenja so lahko pri mešanih okužbah z dvema ali več virusi izrazitejša kot 
pri samostojnih okužbah (Mascia in Gallitelli, 2016). Zanimalo nas je ali se bo to odražalo 
tudi na bolezenskih znamenjih rastlin tekom našega poskusa, zato smo na koncu vsake 
pasaže (28 dpi) preverili bolezenska znamenja pri rastlinah N. benthamiana. Mehansko 
inokulirani listi so se pri večini rastlin posušili in propadli, na tistih ki so se obdržali pa so 
bila opazna rjavo obarvana področja odmrlega tkiva, ki so bila posledica mehanskih poškodb 
pri inokulaciji s karborundom. Teh morfoloških sprememb nismo upoštevali kot bolezenskih 
znamenj.  
 
Bolezenska znamenja, značilna za okužbo po posameznem načinu inokulacije, so 
predstavljena na Sliki 2. Zelo izrazit fenotipski znak, po katerem so se rastline inokulirane z 
različnimi inokulati razlikovale, je bila višina rastlin (Priloga A). Med pasažami je prihajalo 
tudi do razlik v povprečnih višinah kontrolnih rastlin. Kontrolne rastline iz 8. pasaže so bile 
statistično značilno višje od kontrolnih rastlin iz vseh ostalih pasaž, kontrolne rastline iz 1. 
pasaže pa od vseh (T test za neodvisne vzorce, Mann-Whitney U test, p < 0,05), razen od 
kontrolnih rastlin iz 3. pasaže (Mann-Whitney U test, p > 0,05). Kontrolne rastline iz 3. 
pasaže so bile statistično značilno višje od kontrolnih rastlin iz 2., 6., 7. in 9. pasaže (Mann-
Whitney U test, p < 0,05).  
 
Slika 3 prikazuje relativne višine rastlin, glede na višine kontrolnih rastlin v vsaki pasaži. 
Vrednosti relativnih višin smo dobili z normiranjem višin posameznih inokuliranih rastlin 
na povprečno višino kontrolnih rastlin v isti pasaži (Priloga B). Vsako pravokotno polje na 
Sliki 3 predstavlja eno rastlino, za vsako evolucijsko linijo smo uporabili 4 rastline. Najnižje 
rastline so ponazorjene s temno rdečimi polji, najvišje pa s temno zelenimi.  
 
4.1.1 Samostojna okužba s PVY 
 
Pri rastlinah inokuliranih le z virusom PVY je bila rast v višino v primerjavi s kontrolnimi 
rastlinami zavrta, rastline so bile v vseh pasažah statistično značilno nižje od kontrolnih 
rastlin in rastlin inokuliranih s PepMV in statistično značilno višje od rastlin inokuliranih z 
mešanim inokulatom (T test za neodvisne vzorce, Mann-Whitney U test, p < 0,05). 
Sistemska okužba se je kazala preko spodnjih listov, ki so bili povečani ter zgornjih slabše 
razvitih in nagubanih listov. Na listih so bili opazne tudi kloroze (razbarvanja). Od 4. pasaže 
dalje je bilo v vsaki pasaži več rastlin, ki niso kazale bolezenskih znamenj okužbe z virusom 
PVY. Bile so tudi višje kot tiste, ki so kazale bolezenska znamenja značilna za okužbo s 
PVY (rumeno in zeleno obarvana polja na Sliki 3). Tip in jakost bolezenskih znamenj 
značilnih za okužbo rastlin s PVY se tekom pasaž nista spreminjala.  
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4.1.2 Samostojna okužba s PepMV 
 
Pri rastlinah inokuliranih s PepMV je bilo opazno gubanje površine listov, rastline so bile 
ozko rastoče z navzgor obrnjenimi listi. V vseh pasažah so bile rastline statistično značilno 
višje od rastlin inokuliranih s PVY in z obema virusoma hkrati (T test za neodvisne vzorce, 
Mann-Whitney U test, p < 0,05) ter v osmih pasažah statistično značilno nižje od kontrolnih 
rastlin (T test za neodvisne vzorce, Mann-Whitney U test, p < 0,05). V 6. pasaži rastline 
inokulirane s PepMV niso bile statistično značilno nižje od kontrolnih rastlin (T test za 
neodvisne vzorce, p > 0,05), nekatere so bile celo višje od kontrolnih (temno zelena polja). 
Vzrok za to je verjetno ta, da je bilo nekaj kontrolnih rastlin ob inokulaciji zelo nizkih in so 
ostale nižje tudi ob koncu pasaže. Bolezenska znamenja za okužbo s PepMV se tekom pasaž 
niso spreminjala, z izjemo rastlin iz linij 2 in 4, ki so od 4. pasaže (linija 4) in od 7. pasaže 
(linija 2) dalje kazala bolj blaga bolezenska znamenja z manj nagubanimi listi. 
 
4.1.3 Mešana okužba s PVY in PepMV 
 
Pri rastlinah okuženih s PVY in PepMV hkrati, so bila bolezenska znamenja najbolj izrazita. 
Rastline so bile pritlikave, njihove višine so bile v vseh pasažah statistično značilno nižje od 
rastlin inokuliranih le s PVY, le s PepMV in kontrolnimi rastlinami (T test za neodvisne 
vzorce, Mann-Whitney U test, p < 0,05). Apikalni deli rastlin so bili zavrti, zgornji listi 
nabrekli, spodnji povečani. Opazne so bile tudi nekroze in rumenenje listov. Od 4. pasaže 
naprej je bilo vse več rastlin, ki so kazale podobna bolezenska znamenja, kot rastline 
inokulirane samo s PepMV. Rastline so bile višje, kar je razvidno tudi iz večjega števila 
rumeno in zeleno obarvanih polj od 4. pasaže do konca poskusa (Slika 3). 
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Slika 2: Bolezenska znamenja pri rastlinah N. benthamiana, izražena 28 dni po inokulaciji s štirimi različnimi 
načini inokulacije (od leve proti desni: kontrolni inokulat, PVY inokulat , mešani inokulat, PepMV inokulat) 
na koncu 1. pasaže. 
 
Slika 3: Prikaz relativnih višin rastlin v devetih evolucijskih linijah za tri različne načine inokulacije rastlin 
(PVY, PepMV in mešan inokulat) tekom devetih pasaž. Vsak pravokotnik v stolpcu znotraj ene evolucijske 
linije predstavlja eno rastlino. Rdeči pravokotniki ponazarjajo najnižje rastline, ki preko oranžno in rumeno 
obarvanih prehajajo v višje rastline, ki jih ponazarjajo zeleni pravokotniki. Črte ponazarjajo prenos virusov na 
začetku poskusa (zgoraj) in med zaporednimi pasažami (ob straneh stolpcev). Zaradi poenostavitve prikaza je 
prikazan le zaporedni prenos za eno (deveto) evolucijsko linijo v vsaki skupini. 
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4.2 KOLIČINE VIRUSOV 
 
4.2.1 Količina virusov v zgodnjih fazah sistemske okužbe 
 
Po analizi vzorcev z RT-qPCR, izločitvi vzorcev s Cq vrednostmi izven kvantifikacijskega 
območja in normalizaciji količin virusne RNA na referenčni gen COX, smo lahko zagotovo 
potrdili, katere rastline so bile okužene s posameznim/obema virusoma in katere ne (Priloga 
C). Analiza rezultatov poskusa, kjer smo rastline vzorčili pri različnih začetnih časovnih 
točkah po inokulaciji z virusoma, je pokazala, da vse rastline niso bile okužene, saj pri vseh 
vzorcih pri reakciji PCR v realnem času do pomnoževanja tarč za PVY ali PepMV ni prišlo.  
 
Pri samostojni okužbi s PVY smo opazili trend naraščanja koncentracije virusa skozi čas. 
Tega pri mešani okužbi nismo opazili, najverjetneje zato, ker se več rastlin z virusom PVY 
ni okužilo in je bil vzorec premajhen (Slika 4). Pri časovni točki 16 dpi smo virus PVY 
zaznali le v enem od štirih vzorcev in zabeležena vrednost verjetno ni reprezentativna. Pri 
časovni točki 8 dpi PVY nismo zaznali niti v eni od rastlin inokuliranih z mešanim 
inokulatom, zaznali pa smo ga v treh od štirih rastlin inokuliranih le s PVY.  
 
 
Slika 4: Grafični prikaz titra PVY v rastlinah N. benthamiana v različnih časovnih točkah v samostojni (modre 
točke) in mešani okužbi (oranžne točke); vsaka točka ponazarja vzorec 1 rastline. Pri 8 dpi sta dve točki zelo 
skupaj, zaradi lažjega razločevanja je ena od njiju obrobljena s temno modro barvo. Merilo y osi je 
logaritemsko. 
 
Pri samostojni okužbi s PepMV trenda naraščanja koncentracije virusa od začetnih proti 
končnim časovnim točkam nismo zaznali. Koncentracija virusa je najverjetneje že v prvi 
časovni točki dosegla plato (Slika 5). Zaradi majhnega števila vzorcev statistična analiza 
rezultatov iz časovnih točk ni bila smiselna. 
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Slika 5: Grafični prikaz titra PepMV v rastlinah N. benthamiana v različnih časovnih točkah v samostojni 
(modre točke) in mešani okužbi (oranžne točke); vsaka točka ponazarja vzorec 1 rastline. Merilo y osi je 
logaritemsko. 
 
4.2.2 Količina virusov v samostojnih in mešani okužbi 
 
Po zaključku 9. pasaže smo se na podlagi bolezenskih znamenj rastlin odločili iz katerih 
vzorcev rastlin bomo izolirali virusno RNA. Glede na bolezenska znamenja smo sklepali, da 
tako pri inokulaciji z mešanim inokulatom kot pri samostojni inokulaciji s PVY, v kasnejših 
pasažah pri prenosih v več linijah PVY na nove generacije rastlin nismo uspešno prenesli. 
Izbrali smo vzorce naslednjih pasaž: 
- 1. pasaža: zanimalo nas je stanje na začetku poskusa; 
- 3. pasaža: pri vseh rastlinah so bila opazna bolezenska znamenja, značilna za okužbo 
s PVY in PepMV, tako pri samostojnih kot pri mešanih;  
- 4. pasaža: prvič smo zabeležili rastline z drugačnimi fenotipi, kot so bili značilni za 
predhodne pasaže in smo sklepali, da v teh rastlinah ni prišlo do pomnoževanja 
nekaterih virusov;  
- 7. pasaža: 6 evolucijskih linij inokuliranih s PVY je še kazalo bolezenska znamenja 
(pri 3 bolezenskih znamenj nismo opazili), 4 evolucijske linije inokulirane z 
mešanim inokulatom so še kazale bolezenska znamenja značilna za mešano okužbo 
(5 linij je kazalo bolezenska znamenja značilna le za okužbo s PepMV); 
- 8. pasaža: zadnja pasaža, kjer so bila pri rastlinah iz 5 evolucijskih linij, inokuliranih 
s PVY, še prisotna značilna bolezenska znamenja za okužbo s PVY. V 9. pasaži je 
taka znamenja kazala le še 1 rastlina. 
Iz vsake pasaže smo iz vsake evolucijske linije virusov izbrali po 1 vzorec rastlinskega tkiva 
iz 1 rastline in iz njega izolirali celokupno RNA. Relativne koncentracije virusov PVY in 
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PepMV iz izbranih pasaž, ki smo jih pridobili po kvantifikaciji rezultatov pridobljenih z RT-
qPCR smo primerjali med seboj (Sliki 6 in 7).  
 
Iz bolezenskih znamenj rastlin inokuliranih s PVY smo sklepali, da pri tistih, ki niso kazale 
bolezenskih znamenj, do okužbe z virusom ni prišlo. To domnevo smo potrdili z analizo 
vzorcev z metodo RT-qPCR – v rastlinah brez bolezenskih znamenj, virusa PVY nismo 
zaznali. Podobno smo opazili pri rastlinah inokuliranih z obema virusoma – tekom poskusa 
smo opazili pojavljanje rastlin, ki so kazale le bolezenska znamenja, značilna za okužbo s 
PepMV (in ne mešano okužbo z obema virusoma). Če smo v primeru mešane inokulacije 
potrdili le okužbo s PepMV, smo tak rezultat izvzeli iz primerjave. Do tega je tekom poskusa 
eksperimentalne evolucije prišlo v kar nekaj linijah, zato je bilo pri rezultatih samostojne 
okužbe s PVY v 8. pasaži ter mešane okužbe v 7. in 8. pasaži, končno število podatkov 
manjše od 5. Rezultatov iz teh pasaž zaradi premajhnega števila podatkov nismo uporabili 
pri statistični analizi rezultatov, a smo jih zaradi večje nazornosti na grafih vseeno prikazali.  
 
V 1. in 3. pasaži samostojne okužbe s PVY je bila količina PVY statistično značilno višja 
kot v mešani okužbi v istih dveh pasažah (T test za neodvisne vzorce, p < 0,05). V 4. in 7. 
pasaži statistično značilnih razlik v koncentraciji PVY med samostojno in mešano okužbo 
ni bilo (T test za neodvisne vzorce, Mann-Whitney U test, p > 0,05). V mešani okužbi je 
poleg 8. pasaže, tako kot pri samostojni okužbi s PVY, prišlo do padca števila kopij PVY 
tudi v 3. pasaži (Slika 6).  
 
 
Slika 6: Grafični prikaz relativnega števila virtualnih kopij PVY glede na COX v samostojni (modri stolpci) in 
mešani (oranžni stolpci) okužbi. Prikazane so vrednosti iz 5 izbranih pasaž, ki smo jih pridobili po kvantifikaciji 
rezultatov z RT-qPCR. Vključeni so le vzroci, pri katerih so bile vrednosti Cq znotraj mej kvantifikacije za 
okužbo s PVY, pri mešani okužbi so vključeni le vzorci, za katere smo z RT-qPCR potrdili okužbo z obema 
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virusoma. Črta povezuje stolpca, ki ponazarjata samostojno in mešano okužbo v isti pasaži s statistično 
značilno različnim številom virtualnih kopij PVY glede na COX. 
 
V primeru dveh rastlin, ki sta bili inokulirani z mešanim inokulatom in sta tudi kazali 
bolezenska znamenja značilna za mešano okužbo s PepMV in PVY, se rezultat RT-qPCR ni 
skladal z bolezenskimi znamenji. V eni od rastlin PVY nismo zaznali, v drugi pa so bile 
vrednosti Cq izven ranga kvantifikacije za okužbo s PVY. Izolacijo totalne RNA in RT-
qPCR analizo smo ponovili na rezervnih vzorcih istih dveh rastlina, a sta bila rezultata 
podobna, okužbe z virusom PVY v teh dveh rastlinah nismo zaznali. 
 
Statistično značilnih razlik v količini PepMV med samostojno in mešano okužbo nismo 
zaznali (T test za neodvisne vzorce in Mann Whitney U test, p > 0,05) v nobeni izmed 
testiranih pasaž (Slika 7).  
 
 
Slika 7: Grafični prikaz relativnega števila virtualnih kopij PepMV glede na COX v samostojni (modri stolpci) 
in mešani (oranžni stolpci) okužbi. Prikazane so vrednosti iz 5 izbranih pasaž, ki smo jih pridobili po 
kvantifikaciji rezultatov RT-qPCR-ja. Vključeni so le vzroci, pri katerih so bile vrednosti Cq znotraj mej 
kvantifikacije za okužbo s PepMV, pri mešani okužbi so vključeni le vzorci, za katere smo z RT-qPCR potrdili 
okužbo z obema virusoma.  
 
4.2.3 Spremljanje količine virusov tekom izbranih pasaž 
 
Štiri tedne po prenosu virusov na nove rastline N. benthamiana (konec pasaže), smo vzorčili 
liste rastlin, iz teh vzorcev izolirali virusno RNA ter s pomočjo vrednosti Cq, pridobljenih z 
analizo RT-qPCR in normalizacije količin virusov na referenčni gen COX določili količine 
virusov (izražene kot število virtualnih kopij PVY oziroma PepMV/COX). 
 
N = 9 
N = 9 
N = 9 
N = 7 
N = 9 
N = 5 
N = 9 
N = 4 
N = 9 
N = 3 
PepMV 1 mix 1  PepMV 3 mix 3  PepMV 4 mix 4  PepMV 7 mix 7  PepMV 8 mix8 
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4.2.3.1 Količina virusa PVY tekom izbranih pasaž 
 
Zaradi lažje predstavljivosti kako so količine virusa v posamezni evolucijski liniji naraščale 
in padale, so v grafični prikaz (Slika 8 in Slika 9) vključeni vsi vzorci iz izbranih pasaž, ki 
smo jih analizirali z RT-qPCR, tudi tisti pri katerih virusa nismo zaznali (označeni z NEG). 
Vsaka evolucijska linija je označena z drugo barvo. Oznaka POZ označuje vzorce, pri katerih 
smo PVY z metodo RT-qPCR zaznali, a so bile vrednosti Cq izven območja kvantifikacije, 
zato v teh vzorcih relativnega števila virtualnih kopij virusa nismo mogli zanesljivo določiti. 
Na splošno se je količina virusa v vseh linijah tekom pasaž postopoma zmanjševala.  
 
V 4. pasaži se je prvič zgodilo, da PVY v nekaterih vzorcih nismo zaznali (liniji 7 in 9). V 
7. pasaži virusa nismo zaznali v liniji 6, v 8. pa poleg omenjenih še v liniji 8. V 8. pasaži 
smo v linijah 3 in 5 zaznali nizke količine virusov, ki so bili zunaj območja kvantifikacije. 
Rezultati RT-qPCR sovpadajo z rezultati meritev višin in opazovanja bolezenskih znakov – 
rastline, v katerih nismo zaznali virusa PVY, tudi niso izražale značilnih bolezenskih 
znamenj za okužbo s PVY.     
 
Nato smo med seboj primerjali koncentracije virusa PVY tekom izbranih pasaž samostojnih 
inokulacij s PVY in mešanih inokulacij s  PepMV in PVY. Ker je bila količina virusa v vsaki 
pasaži odvisna tudi od količine virusa v predhodni pasaži, od koder smo ga prenesli, smo za 
primerjavo rezultatov uporabili statistične teste za medsebojno odvisne vzorce. Pri 
samostojni okužbi s PVY je bil virusni titer v 1. pasaži statistično značilno višji kot v 7. 
pasaži (Wilcoxonov test predznačenih rangov, p < 0,05). Povprečne vrednosti števila 
virtualnih kopij vse je tekom pasaž spreminjalo, a trenda upadanja ali naraščanja nismo 
opazili. Najmanj kopij PVY v samostojni okužbi je bilo v 8. pasaži (povprečje 12, 97 
virtualnih kopij PVY/COX) (Slika 8). 
 
Pri mešanem načinu inokulacije virusa PVY že v 3. pasaži pri linijah 2 in 5 nismo več 
zaznali. V 4. pasaži se je enako zgodilo pri linijah 6 in 8, v liniji 7 pa PVY nismo zaznali v 
7. in 8. pasaži. V 8. pasaži je bila količina PVY izven ranga kvantifikacije še pri liniji 4. V 
linijah 1, 3 in 9 je bilo v vseh pasažah toliko kopij PVY, da smo jih z RT-qPCR zaznali 
(Slika 9).  
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Slika 8: Grafični prikaz titra PVY v 9 evolucijskih linijah pri samostojnih inokulacijah v izbranih pasažah. 
Oznaka POZ označuje vrednosti, kjer smo virus s pomočjo RT-qPCR zaznali, a so bile vrednosti Cq zunaj 
območja kvantifikacije. Oznaka NEG označuje podatke, kjer virusa z RT-qPCR nismo zaznali. Črte povezujejo 
pasaže pri katerih je prišlo do statistično značilnih razlik v titru virusa PVY (p < 0,05), N je število podatkov, 
število v oklepaju označuje pasažo, puščica ob vrednosti p označuje statistično značilno upadanje virusnega 
titra med primerjanima pasažama. Titer je prikazan kot število virtualnih kopij PVY normalizirano na COX. 
Merilo y osi je logaritemsko.  
 
     
Slika 9: Grafični prikaz titra PVY v 9 evolucijskih linijah pri mešanih inokulacijah v izbranih pasažah. Oznaka 
POZ označuje vrednosti, kjer smo virus s pomočjo RT-qPCR zaznali, a so bile vrednosti Cq zunaj območja 
kvantifikacije. Oznaka NEG označuje podatke, kjer virusa z RT-qPCR nismo zaznali. Črte povezujejo pasaže 
pri katerih je prišlo do statistično značilnih razlik v titru virusa PVY (p < 0,05), N je število podatkov, število 
v oklepaju označuje pasažo, puščica ob vrednosti p označuje statistično značilno upadanje virusnega titra med 
primerjanima pasažama. Titer je prikazan kot število virtualnih kopij PVY normalizirano na COX. Merilo y 
osi je logaritemsko.  
0,00
0,00
0,01
0,10
1,00
10,00
100,00
1000,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
R
el
at
iv
no
 
št
ev
ilo
 
vi
tu
al
n
ih
 
k
o
p
ij 
P
V
Y
 g
le
d
e 
na
 
C
O
X
(P
V
Y
/C
O
X
)
Pasaža
1
2
3
4
5
6
7
8
9
linije
POZ
NEG
N (1) = 9, N (7) = 6; Wilcox. test, p = 0,028
0,00
0,00
0,01
0,10
1,00
10,00
100,00
1000,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
R
el
at
iv
no
 
št
ev
ilo
 
vi
rt
ua
ln
ih
 
k
o
p
ij 
P
V
Y
 g
le
d
e 
na
 C
O
X
(P
V
Y
/C
O
X
)
Pasaža
1
2
3
4
5
6
7
8
9
linije
a
a
a
a
NEG
N (1) = 9, N (3) = 7; Wlicox. test, p = 0,028 
POZ
39 
Pršin T. Eksperimentalna evolucija virusa mozaika pepina (PepMV) in virusa Y krompirja (PVY) v mešani in samostojnih okužbah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Ekologije in biodiverzitete, 2018  
 
 
 
4.2.3.2 Količina virusa PepMV tekom izbranih pasaž 
 
Tako pri samostojni okužbi s PepMV kot pri mešani okužbi s PepMV in PVY, so bile vse 
izmerjene Cq vrednosti znotraj območja kvantifikacije za okužbo s PepMV. V 4. in 7. pasaži 
samostojne okužbe s PepMV je izstopal izrazit padec titra virusa pri liniji 2, ki pa je v 8. 
pasaži ponovno narasel. Zaradi prevelikega odstopanja teh dveh vrednosti od ostalih 
podatkov, smo ju v statistični primerjavi izvzeli, na Sliki 10 pa sta vrednosti prikazani s 
križcema. Pri samostojni okužbi s PepMV je bilo povprečje meritev titra PepMV najvišje v 
1. pasaži (81,25 virtualnih kopij PepMV/COX), najnižje pa v 3. (39,9 virtualnih kopij 
PepMV/COX). Vrednost iz 1. pasaže je statistično značilno višja od vrednosti v 7. pasaži 
(Wilcoxonov test predznačenih rangov, p < 0,05) (Slika 10). Manj izrazit padec titra, ki je v 
zadnji izbrani pasaži ponovno narasel, je bil v 4. pasaži opazen tudi v linijah 1, 5 in 9. 
 
Za bolj nazoren prikaz dinamike naraščanja in padanja koncentracij virusa PepMV smo na 
Sliki 11 prikazali rezultate vseh meritev vzorcev rastlin, inokuliranih z mešanim inokulatom, 
pri statistični primerjavi pa smo izločili tiste, pri katerih nismo zaznali obeh virusov (na Sliki 
11 so označeni s praznimi zaznamki). Tudi pri mešani okužbi s PepMV in PVY je tekom 
pasaž je prihajalo do nihanj količin PepMV znotraj evolucijskih linij, v 7. pasaži je bilo pri 
več linijah opaziti padec količine PepMV. Ta je bil najbolj izrazit pri linijah 5 in 6, a so 
količine virusa v 8. pasaži z izjemo linije 8, ponovno narasle (Slika 11). V povprečju je bil 
titer najvišji v 8. pasaži (98, 33 virtualnih kopij PepMV/COX), najnižji pa v 2. pasaži (42, 
08 virtualnih kopij PepMV/COX). Statistično značilna razlika v titru PepMV je bila le med 
1. in 3. pasažo (Wilcoxonov test predznačenih rangov, p < 0,05), v prvi je bil ta statistično 
značilno višji kot v 3.  
      
Slika 10: Grafični prikaz titra PepMV v 9 evolucijskih linijah pri samostojnih inokulacijah v izbranih pasažah. 
Črte povezujejo pasaže pri katerih je prišlo do statistično značilnih razlik v titru virusa PepMV (p < 0,05), N 
je število podatkov, število v oklepaju označuje pasažo, puščica ob vrednosti p označuje statistično značilno 
upadanje virusnega titra med primerjanima pasažama. S križcem sta pri liniji 2 označena podatka, ki ju zaradi 
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prevelikega odstopanja od ostalih podatkov, nismo vključili v statistično obdelavo. Titer je prikazan kot število 
virtualnih kopij PepMV normalizirano na COX. Merilo y osi je logaritemsko.  
 
      
Slika 11: Grafični prikaz titra PepMV v 9 evolucijskih linijah pri mešanih inokulacijah v izbranih pasažah. 
Črte povezujejo pasaže pri katerih je prišlo do statistično značilnih razlik v titru virusa PepMV (p < 0,05), N 
je število podatkov, število v oklepaju označuje pasažo, puščica ob vrednosti p označuje statistično značilno 
upadanje virusnega titra med primerjanima pasažama. Titer je prikazan kot število virtualnih kopij PepMV 
normalizirano na COX. Merilo y osi je logaritemsko. Prazni zaznamki predstavljajo pasažo, v kateri pri 
rastlinah, ki smo jih inokulirali z mešanim inokulatom, nismo zaznali virusa PVY, zatorej tam ne moremo 
govoriti o mešani okužbi. 
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5 RAZPRAVA  
 
Okolje, v katerem se nahaja virus, predstavlja vir selekcije nanj. Sprememba okolja zanje 
pomeni prisotnost novih in drugačnih selekcijskih pritiskov. V našem poskusu je novo okolje 
za virusa PVY in PepMV predstavljala prisotnost drugega virusa v mešani okužbi. V 
opravljenem poskus nas je zanimalo ali bo prišlo do razlik v evoluciji teh dveh virusov v 
samostojnih oziroma v mešanih okužbah tekom eksperimentalne evolucije v rastlini N. 
benthamiana. V ta namen smo najprej vzpostavili mešane in samostojne okužbe z 
omenjenima virusoma. Znotraj vsakega načina okuževanja rastlin smo vzpostavili 9 ločenih 
evolucijskih linij virusov, ki smo jih vzdrževali in prenašali na neokužene rastline 9 
zaporednih pasaž. 
 
5.1 BOLEZENSKA ZNAMENJA V MEŠANIH IN SAMOSTOJNIH OKUŽBAH 
TEKOM PASAŽ 
 
Z opazovanjem bolezenskih znamenj smo najprej želeli preveriti ali bo med eksperimentalno 
evolucijo virusov PVY in PepMV v mešanih in samostojnih okužbah prišlo do sprememb v 
tipu in/ali jakosti bolezenskih znamenj. Zato smo na koncu vsake pasaže (28 dpi) izmerili 
višine vseh rastlin ter pregledali bolezenska znamenja, ki so jih izražale. Že na podlagi 
fenotipa rastlin smo lahko med seboj ločili tiste, ki so bile okužene le s PVY, okužene le s 
PepMV in z obema virusoma hkrati.  
Rastline okužene le s PVY so bile v primerjavi s kontrolnimi rastlinami v vseh pasažah 
statistično značilno nižje (T test za neodvisne vzorce, Mann-Whitney U test, p < 0,05), 
spodnji listi rastlin so bili močno povečani, zgornji pa zakrneli in nagubani. Rastline okužene 
s PepMV so bile ozko rastoče, skoraj tako visoke kot kontrolne, z nagubanimi listi, 
obrnjenimi navzgor. Najbolj izrazita bolezenska znamenja pa so kazale rastline, okužene z 
obema virusoma. Te so bile pritlikave, statistično značilno nižje od vseh ostalih skupin 
rastlin v poskusu (T test za neodvisne vzorce, Mann-Whitney U test, p < 0,05), njihovi 
apikalni deli so bili zakrneli, opazne so bile tudi nekroze in rumenenje listov.  
Pri mešani okužbi PepMV in PVY smo opazili zelo izrazita bolezenskih znamenja, ki so bila 
izrazitejša kot le seštevek bolezenskih znamenj, značilnih za samostojni okužbi s PVY in 
PepMV. Tak učinek mešane okužbe med potivirusi in poteksvirusi je bil opažen že v mnogih 
raziskavah (Damirdagh in Ross, 1967; Liang in sod., 2016; Pacheco in sod., 2012). Na 
podlagi teh opažanj lahko rečemo, da sta bila glede na jakost izraženih bolezenskih znamenj, 
virusa v sinergistični interakciji. To je veljalo za vse pasaže za rastline v katerih smo z RT-
qPCR potrdili okužbo z obema virusoma. Prvo hipotezo, da bodo bolezenska znamenja 
pri samostojnih okužbah drugačna oziroma bolj ali manj izrazita kot pri mešani, smo 
potrdili. Bolezenska znamenja so bila pri mešani okužbi razen dveh izjem bolj izrazita kot 
pri samostojnih. 
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Z izjemo dveh rastlin, smo pri rastlinah, ki so izražale bolezenska znamenja značilna za 
okužbo z določenim virusom (ali z obema), okužbo potrdili z rezultati RT-qPCR. Izjemi sta 
bili dve rastlini iz 6. in 8. linije mešane okužbe, ki sta bili v 4. pasaži sodeč po bolezenskih 
znamenjih (pritlikavi rastlini z nagubanimi listi in povečanimi spodnjimi listi, opazno 
rumenenje listov), okuženi z obema virusoma, a je tudi analiza z RT-qPCR na ponovljenih 
dodatnih vzorcih istih dveh rastlin, potrdila le okužbo s PepMV. Podobno je pri mešanih 
okužbah PVY in PepMV pri rastlinah paradižnika in tobaka opazila tudi Kogej (2018). 
Razkoraka med pričakovano okuženostjo z obema virusoma na podlagi bolezenskih znamenj 
in dejanske okuženosti le s PepMV ne moremo popolnoma pojasniti. Res pa je, da jakost 
bolezenskih znamenj ni nujno vedno povezana z naraščanjem virusnega titra (González-Jara 
in sod., 2004). Izrazitejša bolezenska znamenja so lahko posledica obrambnega odgovora 
rastline, pri čemer pa ni nujno, da se virus sistemsko razširi po rastlini. Bolezenska znamenja 
se lahko izrazijo kot posledica interakcije virusnih komponent in komponent sistemskega 
odziva rastline, kar sproži preobčutljivostni odgovora rastline (Pallas in García, 2011).  
Bolezenska znamenja se tekom devetih pasaž poskusa eksperimentalne evolucije znotraj 
samostojnih in mešanih okužb niso spremenila. Druge hipoteze, da se bodo bolezenska 
znamenja v različnih okužbah tekom eksperimentalne evolucije spremenila, nismo 
potrdili.  
Adaptacija virusov na gostitelja poteka preko izogibanja obrambnim mehanizmom gostitelja 
in uporabe njegovega celičnega metabolizma za lastne potrebe. Odnos gostitelj-virus se 
lahko razvije v smer višje ali nižje stopnje patogenosti (virulence), na kar vplivajo različni 
genetski in ekološki dejavniki. V primeru poskusa eksperimentalne evolucije in adaptacije 
virusa mozaika tobaka (TEV) na rastlino navadnega repnjakovca (Arabidopsis thaliana), so 
bila bolezenska znamenja pri rastlini v primeru adaptacije virusa, izrazitejša kot na začetku 
poskusa, pred adaptacijo (Agudelo-Romero in sod., 2008). Mogoče je, da je tudi v našem 
poskusu prišlo do adaptacije katerega od virusov na prisotnost drugega virusa, a na podlagi 
bolezenskih znamenj tega ne moremo trditi. To bi lahko potrdili le z nadaljnjimi analizami 
na nivoju genomov rastlin in virusov iz poskusa. 
Izjema, pri kateri smo opazili spremembe v jakosti bolezenskih znamenj, sta dve liniji 
samostojnih okužb s PepMV: liniji 2 in 4. Velik padec v koncentraciji virusa pri liniji 2 smo 
opazili še zlasti pri 4. pasaži samostojne okužbe s PepMV. To se je odražalo tudi na 
bolezenskih znamenjih rastlin, ki so bila od 4. pasaže dalje pri tej evolucijski liniji blažja. 
Najbolj smo to opazili na listih rastlin, ki so bili manj nagubani v primerjavi z ostalimi 
linijami pri samostojni okužbi s PepMV. Kaj je privedlo do padca koncentracije virusa 
PepMV v tej pasaži, lahko le domnevamo. Mogoče je, da je v tej liniji prišlo do fiksacije 
mutacije, ki je povzročila slabše pomnoževanje virusa in s tem blažja bolezenska znamenja 
ali pa je za padec koncentracije virusa krivo morebitno populacijsko ozko grlo pri eni izmed 
zgodnjih pasaž te linije. Naše domneve glede fiksacije mutacij, bi lahko preverili z 
določanjem zaporedja virusov v omenjenih linijah, preko določanja variabilnosti populacij 
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virusa PepMV pa bi lahko sklepali o močnejših (manjša variabilnost znotraj populacije) 
oziroma šibkejših (večja variabilnost znotraj populacije) ozkih grlih. Vse zgoraj našteto bi 
nam omogočila metoda sekvenciranja naslednje generacije. 
Opazili smo nihanja povprečnih višin kontrolnih rastlin med pasažami (Priloga B). Kljub 
temu, da smo se trudili, da bi bile kontrole med seboj primerljive, se je izkazalo, da so med 
pasažami prisotna nihanja v hitrosti rasti, ki jih ne moremo pripisati vplivu virusne okužbe. 
Ker je prihajalo do statistično značilnih razlik v rasti rastlin, smo za primerjavo uporabili 
relativne višine (višine inokuliranih rastlin z virusi deljene s povprečno višino kontrolnih 
rastlin iz iste pasaže). 
5.2 KOLIČINA VIRUSOV V ZGODNJIH FAZAH SISTEMSKE OKUŽBE RASTLIN 
 
V prvem delu poskusa nas je zanimalo kako hitro poteka pomnoževanje virusov v 
samostojnih in mešani okužbi. Za ugotavljanje te dinamike smo rastline vzorčili v časovnih 
točkah 8, 12, 16, 20 in 24 dpi, iz vzorcev izolirali celokupno RNA, s pomočjo RT-qPCR 
kvantificirali količine virusov v vzorcih ter jih izrazili kot število virtualnih kopij virusa PVY 
oziroma PepMV glede na količino virtualnih kopij gena COX.  
Pri samostojni okužbi z virusom PVY smo tekom časovnih točk opazili pričakovan trend 
naraščanja količine virtualnih kopij od 5,7 virtualnih kopij PVY/COX v povprečju v prvi 
časovni točki (8 dpi) do 111,7 virtualnih kopij PVY/COX v povprečju v zadnji časovni točki 
(24 dpi). Iz teh rezultatov sklepamo, da se je sistemska okužba pri samostojni okužbi s PVY 
vzpostavila malo pred osmim dnevom po inokulaciji rastlin z virusom.  
Pri rezultatih količine PVY v mešani okužbi nismo opazili trenda naraščanja virusa. Pri tretji 
časovni točki (16 dpi) smo PVY zaznali le v eni rastlini, zato bi bilo sklepanje o tem, da ta 
rezultat odraža dejansko stanje v rastlinah, verjetno napačno. V prvi časovni točki (8 dpi) 
vzorčenja rastlin, inokuliranih z obema virusoma, virusa PVY nismo zaznali. Iz tega lahko 
sklepamo, da je morda prisotnost virusa PepMV upočasnila širjenje virusa PVY po rastlini, 
vendar bi za potrditev te hipoteze morali poskus ponoviti z večjim številom rastlin in več 
časovnimi točkami v zelo zgodnjih fazah vzpostavitve sistemske okužbe.   
Pri samostojni okužbi z virusom PepMV smo že v prvi časovni točki zaznali visoko vrednost 
količine virtualnih kopij virusa. V povprečju smo v prvi časovni točki določili 96,5 virtualnih 
kopij PepMV/COX, v kasnejših časovnih točkah je količina celo nekoliko upadla. V zadnji 
časovni točki smo izmerili v povprečju 64,5 virtualnih kopij PepMV/COX. Iz teh rezultatov 
lahko sklepamo, da se je virus PepMV širil in namnoževal hitreje kot virus PVY in bi za 
razumevanje dinamike njegovega namnoževanja v zgodnji fazi sistemske okužbe morali 
rastline vzorčiti že prej, pred osmim dnem po inokulaciji. 
V prvi časovni točki vzorčenja rastlin, inokuliranih z obema virusoma, virusa PVY z RT-
qPCR nismo zaznali in v tem primeru še ne moremo govoriti o mešani okužbi, zato na 
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grafičnem prikazu teh rezultatov nismo prikazali. Ker je bila v tretji časovni točki (16 dpi) z 
obema virusoma okužena le 1 rastlina, na podlagi enega rezultata težko sklepamo kolikšna 
je bila količina virusa PepMV v mešani okužbi v tej časovni točki. V kasnejših časovnih 
točkah smo opazili upadanje količine virusa PepMV v samostojni okužbi (Slika 5). 
Kopičenje rastlinskih virusov v gostiteljevih celicah je odvisno od faktorjev, za katere zapis 
nosi gostiteljska rastlina. Širjenje virusov med celicami poteka s pomočjo proteinov za 
prenos med rastlinskimi celicami, zapise zanje nosi virus, vendar zapise za večino 
komponent, ki sodelujejo pri prenosu virusa med celicami gostitelja, nosi gostitelj (Nelson 
in Citovsky, 2005). Iz omenjenega lahko sklepamo, da sta kopičenje in prenos virusov po 
rastlinah kompleksna procesa, pri katerih sodelujeta tako virus kot gostitelj, kar lahko pri 
različnih kombinacijah gostitelj-virus privede do različnih dinamik v akumulaciji virusa.  
Glede na rezultate, ki smo jih pridobili iz prvega dela poskusa spremljanja količin virusov v 
mešani in samostojnih okužbah, menimo da bi bilo treba poskus, v kolikor bi želeli dobiti 
bolj natančno sliko dinamike pomnoževanja virusov v začetni fazi sistemske okužbe tako v 
mešani kot v samostojni okužbi, ponoviti. Predlagamo tudi vzorčenje v bolj zgodnjih 
časovnih točkah, saj bi tako verjetno lahko pridobili informacijo o tem kdaj in kako hitro se 
v rastlini N. benthamiana namnožuje in širi virus PepMV. Za bolj zanesljive rezultate 
predlagamo ponovitev poskusa na večjem številu rastlin, saj se z virusoma (zlasti PVY) ne 
okužijo vedno vse rastline. 
 
5.3 KOLIČINA VIRUSOV V RAZLIČNIH PASAŽAH TEKOM 
EKSPERIMENTALNE EVOLUCIJE 
 
Drugi del poskusa je bil sestavljen iz zaporednih prenosov virusov v samostojnih in mešanih 
okužbah na neokužene rastline Nicotiana benthamiana. Na začetku poskusa smo za vsak 
način inokulacije (PVY, PepMV in mešan inokulat) vzpostavili 9 ločenih evolucijskih linij 
virusov. Te linije smo vzdrževali 9 zaporednih pasaž. 28 dni po inokulaciji rastlin z virusoma 
smo izvedli vzorčenje in iz vzorčenega rastlinskega materiala in inokulacijskega pufra 
pripravili nove inokulate s katerimi smo inokulirali rastline v naslednji pasaži.   
Ker sta postopka izolacije totalne RNA in RT-qPCR časovno relativno zahtevna in ker smo 
tekom poskusa eksperimentalne evolucije zbrali veliko število vzorcev (prek 1000), smo se 
odločili za molekularne analize vzorcev le iz izbranih pasaž. Na podlagi bolezenskih 
znamenj smo se odločili za 1., 3., 4., 7. in 8. pasažo.  
V 1. in 3. pasaži samostojne okužbe s PVY smo izmerili statistično značilno višji titer PVY 
kot v mešani okužbi (T test za neodvisne vzorce, p < 0,05). V 4. in 7. pasaži statistično 
značilnih razlik v količini virusa PVY med samostojno in mešano okužbo ni bilo (T test za 
neodvisne vzorce, Mann-Whitney U test, p > 0,05), v 8. pasaži pa za primerjavo nismo imeli 
dovolj podatkov. Ta pojav si lahko razlagamo na več načinov:  
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1. Namnoževanje in širjenje virusa PVY po rastlini je bilo v mešani okužbi v primerjavi 
s samostojno, sprva upočasnjeno, kasneje pa je prišlo do adaptacije virusa na novo 
okolje – prisotnost virusa PepMV in s tem do povišanja titra PVY v mešani okužbi. 
V nekaterih primerih so pri več različnih evolucijskih linijah istega virusa opazili 
identične in med seboj neodvisne mutacije, ki so pripomogle k adaptaciji virusa na 
novo okolje (Longdon in sod., 2014). Navadno so take mutacije specifične za nekega 
gostitelja (Vassilakos in sod., 2016). Mogoče je, da je v populacijah več evolucijskih 
linijah virusa PVY v mešani okužbi tekom evolucije do 4. pasaže prišlo do fiksacije 
za virus koristnih mutacij in je zato količina virusa narasla. 
2. Po drugi strani pa ponavljajoča se ozka grla (do katerih prihaja tudi pri okužbi nove 
rastline z virusom), v kombinaciji z nenatančnostjo pomnoževanja RNA virusov, 
lahko zmanjšujejo njihovo preživetveno zmogljivost bodisi zaradi zmanjšane 
kompleksnosti kvazispecies (Vignuzzi in sod., 2006) bodisi zaradi fiksacije za virus 
škodljivih mutacij zaradi močnega vpliva genetskega drsa. Mogoče je, da je v 
primeru mešane okužbe zaradi kompeticije med virusoma do zmanjšanja raznolikosti 
virusnih populacij zaradi močnih ozkih grl prišlo že zelo zgodaj (v prvih treh 
pasažah), v samostojni okužbi pa malo kasneje (po 3. pasaži).  
3. Mogoče pa je tudi, da gre pri opaženem za kombinacijo obojega – upad preživetvene 
sposobnosti (in zmanjševanje titra od začetnih proti končnim pasažam) populacij 
virusa PVY v samostojni okužbi zaradi prehodov populacij skozi ozka grla pri 
zaporednih prenosih in majhno naraščanje preživetvene sposobnosti virusa PVY v 
mešanih okužbah zaradi adaptacije na prisotnost PepMV.  
Zaradi kompleksnosti procesov, ki vplivajo na količino titra v gostiteljski rastlini, težko 
podamo enoznačen odgovor na to, točno kateri od mehanizmov je odgovoren za razlike v 
titru PVY v mešani okužbi v primerjavi s samostojno v zgodnjih pasažah eksperimenta. 
Izključno prva razlaga je verjetno najmanj verjetna, saj je v resnici tekom poskusa 
eksperimentalne evolucije prišlo do zmanjšanja koncentracije PVY v samostojni okužbi, 
zato v 4. in 7. pasaži nismo zabeležili statistično značilnih razlik v titru PVY med samostojno 
in mešano okužbo. Po našem mnenju je najbolj verjetna 3. razlaga, ki upošteva kombinacijo 
upada preživetvene sposobnosti populacij virusov, ki prehajajo ozka grla in hkrati prisotnost 
mutacij in s tem adaptacijo na novo okolje. Z uporabo metode visokozmogljivega 
sekvenciranja bi lahko dobili vpogled v raznolikost populacij virusov v rastlinah in bi lahko 
z večjo gotovostjo razloge za naša opažanja pripisali ozkim grlom ali adaptaciji na drug virus 
v mešani okužbi. S to metodo bi zaznali in karakterizirali tudi morebitne mutacije, prisotne 
v nizkih frekvencah znotraj virusne populacije (Acevedo in sod., 2014) in spremljali njihovo 
dinamiko tekom eksperimenta. 
Na podlagi rezultatov meritve količine virusov, ki smo jih pridobili z RT-qPCR o sinergizmu 
med virusoma PVY in PepMV v mešani okužbi na nivoju količine virusov ne moremo 
govoriti, saj v nobeni izmed pasaž nismo opazili statistično značilnega povečanja količine 
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vsaj enega od virusov v mešani okužbi (v primerjavi s samostojno). Ker je bil titer virusa 
PVY v mešani okužbi v primerjavi s samostojno okužbo v 1. in 3. pasaži statistično značilno 
nižji (T test za neodvisne vzorce, p < 0,05), obstaja celo možnost, da je bila interakcija med 
virusoma v mešani okužbi v začetku antagonistična, nato pa je tekom adaptacije virusov na 
prisotnost drugega, postala bolj nevtralna. V mešanih okužbah, kjer je eden od virusov 
predstavnik potivirusov, pogosto do sprememb v količini potivirusa v primerjavi s 
samostojno okužbo ne pride, značilno pa je povečanje količine drugega virusa (Anjos in sod. 
1992; Vance in sod., 1995). González-Jara in sodelavci (2004) pa poročajo o tem, da v 
rastlini Nicotiana benthamiana v primeru mešane okužbe virusov PVY in PVX, ni prišlo do 
povečanja količine slednjega, a vendar se je na nivoju bolezenskih znamenj interakcija 
izkazala za sinergistično. To kaže na dejstvo, da se namnoževanje drugega virusa v primeru 
mešane okužbe, kjer je eden od virusov potivirus, razlikuje od gostitelja do gostitelja. Nie in 
Singh (2013) poročata o tem, da je izrazitost bolezenskih znamenj v mešanih okužbah s 
PVY, odvisna tudi od različka PVY. Mešana okužba rastlin krompirja (S. tuberosum cv. 
Kennebec), tobaka (N. tabacum cv. Samsun) in Physalis floridana z virusom PVX in 
različnimi različki virusa PVY, je pokazala, da so bila najizrazitejša bolezenska znamenja 
pri rastlinah, okuženih z virusoma PVX in različkom PVYNTN. 
Tretjo hipotezo, da bo tekom eksperimentalne evolucije prišlo do razlik v 
namnoževanju virusa PVY/PepMV/obeh virusov v primerjavi s samostojno okužbo le 
enega od njiju smo delno potrdili. Pri virusu PVY je sicer prišlo do razlik v namnoževanju 
virusa v samostojni v primerjavi z mešano okužbo, vendar težko z zagotovostjo rečemo, da 
je do tega prišlo zaradi adaptacije virusa na prisotnost virusa PepMV. Za adaptacijo virusov 
na novo okolje je značilno povečanje koncentracije virusa v rastlini, saj je značilnost najbolj 
prilagojenega virusa v rastlini ta, da je sposoben najhitreje kolonizirati gostitelja in/ali se 
najbolj namnožiti v gostiteljskih celicah (Montarry in sod., 2012). V primeru adaptacije v 
mešani okužbi bi tako pričakovali povečanje količine vsaj enega od virusov (tistega, ki se je 
adaptiral) v primerjavi s samostojno okužbo, česar pa tekom eksperimenta nismo jasno 
opazili. V našem poskusu sta se oba virusa, v nasprotju s PVY v raziskavi Montarrya in sod. 
(2012), kjer je bil titer na začetku poskusa zelo nizek, že od začetka poskusa dobro 
namnoževala in izrazitih povišanj titrov virusov nismo opazili. Zato obstaja možnost, da 
adaptacija proti boljši učinkovitosti pomnoževanja v rastlini N. benthamiana ni bila možna, 
lahko pa da je do adaptacije prišlo na kakšnem drugem nivoju, ki ga v poskusu nismo 
spremljali, na primer na nivoju boljšega oziroma učinkovitejšega premikanja med celicami 
ali pri premikanju po rastlini na daljše razdalje.    
Koncentracije virusa PVY v mešani okužbi so bile v 3. pasaži zelo nizke pri vseh 
evolucijskih linijah, kar bi lahko pripisali prisotnosti ozkih grl. Padec količine PVY od 1. do 
3. pasaže je bil statistično značilen (Wilcoxonov test predznačenih rangov, p = 0,028). 
Podatkov o količini virusov iz 2. pasaže nimamo, tako da ne vemo ali je do padca titra prišlo 
po prehodu iz 2. v 3. pasažo ali pa je bil ta postopen (od 1. do 3. pasaže). Glede na to, da je 
do padca titra prišlo v vseh 9 neodvisnih linijah, je šlo v tem primeru verjetno za učinek 
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zunanjih dejavnikov pri postopku inokulacije (npr. temperature zraka, zračne vlaga, 
inokulacijskega pufra). Eden od možnih vzrokov za padec titra je lahko močan učinek 
genetskega drsa zaradi močno znižane efektivne velikosti populacij in s tem znižanje 
kompleksnosti virusnih kvazispecies in/ali fiksacija za virus neugodnih mutacij. Z analizami 
strukture populacij z metodo sekvenciranja naslednje generacije bi to hipotezo lahko 
preverili.  
Pri virusu PepMV med samostojno in mešano okužbo ni bilo statistično značilnih razlik v 
titru virusa v nobeni izmed pasaž (T test za neodvisne vzorce, Mann-Whitney U test, p > 
0,05). Znotraj evolucijskih linij pri samostojni okužbi je prišlo do statistično značilne razlike 
v titru virusa med 1. in 7. pasažo (Wilcoxonov test predznačenih rangov, p < 0,05); v 7. 
pasaži je bil titer statistično značilno nižji kot v 1. Pri mešani okužbi pa sta bila statistično 
značilno različna titra PepMV med 1. in 3. pasažo (Wilcoxonov test predznačenih rangov, p 
< 0,05), tudi tu je bil titer statistično značilno višji v 1. pasaži. Trenda upadanja ali naraščanja 
virusa PepMV nismo opazili ne v samostojni niti v mešani okužbi, do tako izrazitih padcev 
(z izjemo linije 2 pri samostojni okužbi) titra ali izgube okužbe, kot se je to dogajalo v 
primeru okužb s PVY, pri okužbah s PepMV ni prišlo. 
Pri samostojni okužbi z virusom PVY smo pri 9 liniji opazili nepričakovano prisotnost 
virusa, po tem ko ga v predhodni pasaži nismo zaznali (Slika 8). Zaradi visoke natančnosti 
metode RT-qPCR, ki lahko teoretično zazna že 1 samo kopijo virusa v vzorcu, menimo da 
bi virus PVY v predhodni pasaži zaznali, v kolikor bi bil ta res prisoten. Ker je bila izmerjena 
količina v pozitivnem vzorcu zelo nizka in vrednosti Cq skoraj izven območja kvantifikacije 
za okužbo s PVY, sklepamo, da je prišlo do kontaminacije vzorca z ostanki nukleinskih 
kislin PVY tekom rokovanja z mikrocentrifugirkami, v katerih so bili vzorci. Tekom analize 
vzorcev z RT-qPCR smo opazili kar nekaj kontaminacij vzorcev, v veliki večini z virusom 
PepMV. Ker je virus zelo obstojen tudi izven gostiteljske rastline, bi lahko do prenosa prišlo 
pri nepazljivem zalivanju rastlin pa tudi pri rokovanju z mikrocentrifugirkami tekom 
vzorčenja. 
Tako pri samostojni okužbi s PVY kot pri mešani okužbi s PepMV in PVY, smo z rezultati 
RT-qPCR potrdili opažanja na podlagi bolezenskih znamenj: tekom eksperimentalne 
evolucije je okužba z virusom PVY iz evolucijskih linij izginjala. Proti koncu poskusa je 
bilo prisotnih vse več rastlin, ki s tem virusom niso bile okužene. Na to smo sklepali že iz 
neizraženih bolezenskih znamenjih za okužbo s PVY (pri rastlinah inokuliranih le s PVY) 
ter izraženih bolezenskih znamenjih značilnih za okužbo le s PepMV (pri rastlinah 
inokuliranih z mešanim inokulatom) in potrdili tudi z RT-qPCR (Sliki 8 in 9). Pri samostojni 
okužbi s PVY je do izgube okužbe prišlo v 4 linijah, pri mešani pa v 5. Raziskav rastlinskih 
virusov, kjer bi bil opazen sistematičen upad preživetvene zmogljivosti populacij virusov, ki 
so prehajale skozi ozka grla, ni veliko, kljub temu da so pri vzpostavitvi sistemske okužbe 
ter prenosu virusov s prenašalci, ozka grla pogosta (de la Iglesia in Elena, 2007). Po prehodu 
populacij skozi ozka grla, omejeno število osebkov tvori nove populacije. V primeru 
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majhnih populacij lahko naključni procesi mutacij in genetskega drsa nadvladajo nad 
naravno selekcijo, ki stremi k ohranjanju dobro prilagojenih genotipov in preživetvena 
zmogljivost navadno upade (Elena in Lenski, 2003). Mogoče je, da je v omenjenih 
evolucijskih linijah ravno zaradi močnega učinka genetskega drsa na populacije virusov po 
prenosu na nove rastline, prišlo do tolikšnega zmanjšanja preživetvene zmogljivosti 
populacij virusov, da je to vodilo v izumrtje teh linij. Druga možnost pa je ta, da je prišlo do 
sprememb okoljskih dejavnikov, ki jih nismo spremljali in je ta sprememba vplivala na 
zmanjšanje virusnega titra. V karantenskem rastlinjaku, kjer smo poskus izvajali, smo 
spremljali spremembe temperature zraka in zračne vlage, ki niso bile povezane z izgubo 
okužb s PVY. 
 
5.4 SKLEPI 
 
Na podlagi rezultatov lahko sklepamo: 
 
1. Nicotiana benthamiana se lahko okuži z virusoma PepMV in PVY hkrati. 
 
2. Interakcija med PepMV in PVY v rastlini N. benthamiana ima na višine rastlin večji 
učinek, kot bi pričakovali le s seštevkom učinka posameznega virusa. 
 
3. Na nivoju količine virusov nismo opazili, da je med izbranima različkoma PVY in 
PepMV v N. benthamiana prihajalo do izrazite interakcije. 
 
4. Namnoževanje in širjenje virusa PVY v rastlini N. benthamiana poteka počasneje 
kot to poteka pri virusu PepMV. 
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6 POVZETEK 
 
Rastlinski virusi so povzročitelji mnogih bolezni rastlin in so odgovorni za velike 
ekonomske izgube pri gojenju rastlin. Virus, ki najpogosteje prizadene krompir je virus Y 
krompirja (PVY). Po svetu se pojavlja v več različkih, različek PVYNTN pa je najbolj 
agresiven. Ta pri občutljivih kultivarjih krompirja povzroča nastanek obročkastih nekroz na 
gomoljih. Virus mozaika pepina (PepMV) povzroča resne težave pri gojenju paradižnika v 
rastlinjakih in je uvrščen na karantenski seznam organizmov Evropske organizacije za 
varstvo rastlin EPPO A2. PVY je v Sloveniji že prisoten, PepMV se hitro širi po Evropi, 
njegova prisotnost v Sloveniji še ni potrjena. Virusa okužujeta podoben spekter vrst, zato 
obstaja možnost mešane okužbe obeh virusov v istih rastlinah. V mešanih okužbah lahko 
prihaja do interakcij med virusi, ki lahko vplivajo tudi na genetsko strukturo virusnih 
populacij. Interakcija med virusoma v mešani okužbi lahko zanju predstavlja spremenjene 
ekološke razmere v primerjavi s samostojno, kar lahko vpliva na spremembe v evoluciji 
virusov.  
Z uporabo pristopa eksperimentalne evolucije na modelni rastlini Nicotiana benthamiana 
smo spremljali dinamiko evolucije virusnih populacij. Vzpostavili smo več evolucijskih linij 
mešanih in samostojnih okužb virusov PepMV in PVY in z zaporednim prenosom virusov 
na več generacijah rastlin spremljali titer virusov v samostojnih in mešanih okužbah. Za 
ugotavljanje začetne dinamike namnoževanja in širjenja virusov po rastlini, smo rastline po 
prvi inokulaciji z virusoma vzorčili 8, 12, 16, 20 in 24 dni po inokulaciji. Za spremljanje 
morebitnih sprememb titra virusa tekom eksperimentalne evolucije pa smo v zaporednih 
pasažah rastline vzorčili štiri tedne po inokulaciji. Vzorčili smo prve tri liste nad 
inokuliranimi listi, iz vzorcev rastlin izolirali celokupno RNA in količino virusov določili s 
pomočjo RT-qPCR in število kopij virusov normalizirali s pomočjo stabilno izraženega gena 
COX. S pomočjo kvantitativne PCR smo spremljali koncentracije virusov tekom 
eksperimentalne evolucije v linijah z mešanimi in samostojnimi okužbami. Poleg tega smo 
opazovali tudi bolezenska znamenja pri rastlinah v različnih pasažah.  
Ugotovili smo, da so bila bolezenska znamenja pri mešanih okužbah virusov PepMV in PVY 
izrazitejša kot bolezenska znamenja pri samostojnih okužbah s PepMV oziroma PVY, kar 
kaže na sinergizem med virusoma na nivoju izražanja bolezenskih znamenj. 
V prvem delu poskusa, kjer smo rastline vzorčili v začetnih točkah po inokulaciji z virusi, 
smo ugotovili da je namnoževanje in vzpostavitev sistemske okužbe pri virusu PVY tako v 
samostojni kot v mešani okužbi počasnejša kot pri PepMV. Količina virusa PepMV je že v 
prvi točki vzorčenja dosegla plato, zato bi bilo potrebno poskus ponoviti in vzorčiti tudi v 
zgodnejših časovnih točkah po inokulaciji. Za bolj zanesljive rezultate bi bilo potrebno 
poskus ponoviti na večjem številu rastlin, saj se z virusoma, zlasti s PVY, ne okužijo vse 
rastline.   
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V drugem delu poskusa smo spremljali količine virusov tekom izbranih pasaž mešanih in 
samostojnih okužb. V 1. in 3. pasaži smo zaznali statistično značilno nižji titer PVY v mešani 
okužbi v primerjavi s samostojno (T test za neodvisne vzorce, p < 0,05), v kasnejših pasažah 
pa teh razlik nismo več opazili (T test za neodvisne vzorce, Mann-Whitney U test, p > 0,05). 
Mogoče je, da je količina virusa v 4. pasaži narasla, ker je v več evolucijskih linijah prišlo 
do fiksacije za virus koristnih mutacij. Lahko, da je v primeru mešane okužbe zaradi 
kompeticije med virusoma do zmanjšanja raznolikosti virusnih populacij zaradi močnih 
ozkih grl prišlo že zelo zgodaj (v prvih treh pasažah), v samostojni okužbi pa malo kasneje 
(po 3. pasaži). Najbolj verjetno pa gre za kombinacijo obojega - upada preživetvene 
sposobnosti populacij virusov, ki prehajajo ozka grla (samostojna okužba s PVY) in 
adaptacije na prisotnost drugega virusa (mešana okužba).  
Sinergizma med virusoma na nivoju količine virusov nismo potrdili. Pri nekaterih linijah 
samostojne okužbe s PVY in mešane okužbe s PepMV in PVY je tekom poskusa 
eksperimentalne evolucije prišlo do izgube okužbe, kar smo potrdili z analizo RT-qPCR in 
se je odražalo tudi na nivoju spremenjenih bolezenskih znamenj pri teh rastlinah v primerjavi 
z okuženimi.  
V naši raziskavi smo potrdili, da med virusoma PepMV in PVY pri rastlini Nicotiana 
benthamiana lahko pride do vzpostavitve mešane okužbe in da je ta na nivoju bolezenskih 
znamenj sinergistična, kar se kaže preko izrazitejših bolezenskih znamenj v primerjavi s 
samostojnima okužbama z virusoma. Poskus z vzorčenjem rastlin v začetnih točkah 
vzpostavitve sistemske okužbe bi bilo potrebno ponoviti na večjem številu rastlin in dodati 
še bolj zgodnje časovne točke vzorčenja. Za natančnejšo analizo učinkov genetskega drsa, 
mutacij in s tem tudi procesa adaptacije, bi bila potrebna uporaba metod visokozmogljivega 
sekvenciranja.  
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PRILOGA A 
 
Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in kontrolnim 
inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah. 
Rastline so bile inokulirane in izmerjene v obdobju 14. 2. 2017 – 5. 12. 2017; BBZ – 
rastlina brez bolezenskih znamenj, zato vrednosti pri nadaljnjih analizah nismo upoštevali; 
samo PepMV – prisotna le bolezenska znamenja značilna za samostojno okužbo s PepMV, 
majhna inok. – rastlina pri inokulaciji zelo majhna. 
 
1. PASAŽA    2. PASAŽA   
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
PVY 1-0-1 19,6   PVY 2-1-1 11,2  
PVY 1-0-2 12,2   PVY 2-1-2 13,2  
PVY 1-0-3 16   PVY 2-1-3 8,6  
PVY 1-0-4 15,8   PVY 2-1-4 12  
PVY 1-0-5 20,1   PVY 2-2-1 10,8  
PVY 1-0-6 14,8   PVY 2-2-2 11,5  
PVY 1-0-7 16,9   PVY 2-2-3 8,7  
PVY 1-0-8 15,3   PVY 2-2-4 13,7  
PVY 1-0-9 16,4   PVY 2-3-1 9,5  
PVY 1-0-10 15,5   PVY 2-3-2 12,2  
PVY 1-0-11 17,2   PVY 2-3-3 6,6  
PVY 1-0-12 25,7   PVY 2-3-4 10,6  
PVY 1-0-13 18,2   PVY 2-4-1 8  
PVY 1-0-14 17,3   PVY 2-4-2 7,1  
PVY 1-0-15 15,9   PVY 2-4-3 10,4  
PVY 1-0-16 11   PVY 2-4-4 10,5  
PVY 1-0-17 18,1   PVY 2-5-1 10,1  
PVY 1-0-18 16   PVY 2-5-2 9,6  
PVY 1-0-19 16,2   PVY 2-5-3 10,1  
PVY 1-0-20 16,5   PVY 2-5-4 11,1  
PVY 1-0-21 21,9   PVY 2-6-1 7,8  
PVY 1-0-22 15,8   PVY 2-6-2 9,2  
PVY 1-0-23 16   PVY 2-6-3 8,4  
PVY 1-0-24 15,4   PVY 2-6-4 11,9  
PVY 1-0-25 16,1   PVY 2-7-1 15,3  
PVY 1-0-26 27,3   PVY 2-7-2 17,9  
PVY 1-0-27 31,2 BBZ  PVY 2-7-3 13  
PVY 1-0-28 11,5   PVY 2-7-4 11,9  
PVY 1-0-29 17,1   PVY 2-8-1 11  
PVY 1-0-30 15,7   PVY 2-8-2 9,5  
PVY 1-0-31 16,4   PVY 2-8-3 10,4  
PVY 1-0-32 14,2   PVY 2-8-4 9,3  
PVY 1-0-33 20,3   PVY 2-9-1 12,8  
PVY 1-0-34 17,1   PVY 2-9-2 7,8  
PVY 1-0-35 30,8 BBZ  PVY 2-9-3 11  
PVY 1-0-36 19,3   PVY 2-9-4 12,3  
PepMV 1-0-1 26   PepMV 2-1-1 24  
PepMV 1-0-2 25,8   PepMV 2-1-2 26,1  
PepMV 1-0-3 27,4   PepMV 2-1-3 26,8  
PepMV 1-0-4 23,6   PepMV 2-1-4 30,2  
 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
1. PASAŽA      2. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
PepMV 1-0-5 30,3   PepMV 2-2-1 27,8  
PepMV 1-0-6 21,4   PepMV 2-2-2 28,3  
PepMV 1-0-7 27,2   PepMV 2-2-3 29,9  
PepMV 1-0-8 21,5   PepMV 2-2-4 26,4  
PepMV 1-0-9 27,4   PepMV 2-3-1 24,9  
PepMV 1-0-10 25,1   PepMV 2-3-2 24,3  
PepMV 1-0-11 23,4   PepMV 2-3-3 25,6  
PepMV 1-0-12 27,6   PepMV 2-3-4 27  
PepMV 1-0-13 29,2   PepMV 2-4-1 26,8  
PepMV 1-0-14 26,9   PepMV 2-4-2 27,6  
PepMV 1-0-15 26,7   PepMV 2-4-3 23,7  
PepMV 1-0-16 35,2   PepMV 2-4-4 20,2  
PepMV 1-0-17 29,5   PepMV 2-5-1 23,4  
PepMV 1-0-18 29,3   PepMV 2-5-2 27,3  
PepMV 1-0-19 30,7   PepMV 2-5-3 20,4  
PepMV 1-0-20 26   PepMV 2-5-4 20,4  
PepMV 1-0-21 29,2   PepMV 2-6-1 24,3  
PepMV 1-0-22 30,2   PepMV 2-6-2 28,7  
PepMV 1-0-23 27,4   PepMV 2-6-3 24,5  
PepMV 1-0-24 30,4   PepMV 2-6-4 28,4  
PepMV 1-0-25 28   PepMV 2-7-1 27,1  
PepMV 1-0-26 32,1   PepMV 2-7-2 24  
PepMV 1-0-27 26,4   PepMV 2-7-3 23,9  
PepMV 1-0-28 25,5   PepMV 2-7-4 23,4  
PepMV 1-0-29 23,5   PepMV 2-8-1 29,7  
PepMV 1-0-30 24,9   PepMV 2-8-2 24,7  
PepMV 1-0-31 25,2   PepMV 2-8-3 27,1  
PepMV 1-0-32 25,3   PepMV 2-8-4 30  
PepMV 1-0-33 27,4   PepMV 2-9-1 26  
PepMV 1-0-34 32,4   PepMV 2-9-2 28,1  
PepMV 1-0-35 24,4   PepMV 2-9-3 24,8  
PepMV 1-0-36 24,6    PepMV 2-9-4 24,6   
MIX 1-0-1 10   MIX 2-1-1 4,4  
MIX 1-0-2 9,1   MIX 2-1-2 4,4  
MIX 1-0-3 5,1   MIX 2-1-3 4,3  
MIX 1-0-4 8,1   MIX 2-1-4 4,5  
MIX 1-0-5 10,6   MIX 2-2-1 4,6  
MIX 1-0-6 7,9   MIX 2-2-2 5  
MIX 1-0-7 7,1   MIX 2-2-3 5  
MIX 1-0-8 31,3 BBZ  MIX 2-2-4 4,3  
MIX 1-0-9 11   MIX 2-3-1 3,5  
MIX 1-0-10 9,1   MIX 2-3-2 3,8  
MIX 1-0-11 5,2   MIX 2-3-3 4,3  
MIX 1-0-12 8,4   MIX 2-3-4 5,1  
MIX 1-0-13 9,2   MIX 2-4-1 6,3  
se nadaljuje 
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nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
1. PASAŽA      2. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
MIX 1-0-14 8,9   MIX 2-4-2 5,1  
MIX 1-0-15 7,7   MIX 2-4-3 7,8  
MIX 1-0-16 5,5   MIX 2-4-4 5,3  
MIX 1-0-17 7,8   MIX 2-5-1 6,1  
MIX 1-0-18 7,1   MIX 2-5-2 5,3  
MIX 1-0-19 7   MIX 2-5-3 7,1  
MIX 1-0-20 5,4   MIX 2-5-4 6,6  
MIX 1-0-21 7,5   MIX 2-6-1 24 BBZ  
MIX 1-0-22 8,7   MIX 2-6-2 5  
MIX 1-0-23 36,8 BBZ  MIX 2-6-3 25,3 BBZ  
MIX 1-0-24 7,5   MIX 2-6-4 25,1 BBZ  
MIX 1-0-25 10,5   MIX 2-7-1 4,2  
MIX 1-0-26 12,5   MIX 2-7-2 5,7  
MIX 1-0-27 6,2   MIX 2-7-3 3,6  
MIX 1-0-28 7,1   MIX 2-7-4 4,1  
MIX 1-0-29 7,7   MIX 2-8-1 3,4  
MIX 1-0-30 6   MIX 2-8-2 4  
MIX 1-0-31 6,9   MIX 2-8-3 5,5  
MIX 1-0-32 6,4   MIX 2-8-4 5,1  
MIX 1-0-33 10,3   MIX 2-9-1 22,3 BBZ  
MIX 1-0-34 5,7   MIX 2-9-2 21,4 BBZ  
MIX 1-0-35 8,3   MIX 2-9-3 5,1  
MIX 1-0-36 7,9    MIX 2-9-4 4,2   
MOCK 1-0-1 35,4   MOCK 2-0-1 33,4  
MOCK 1-0-2 35   MOCK 2-0-2 33,6  
MOCK 1-0-3 38,2   MOCK 2-0-3 31,6  
MOCK 1-0-4 40,7   MOCK 2-0-4 34,1  
MOCK 1-0-5 45,2   MOCK 2-0-5 29,5  
MOCK 1-0-6 39,8   MOCK 2-0-6 29,8  
MOCK 1-0-7 36   MOCK 2-0-7 30,4  
MOCK 1-0-8 42,9   MOCK 2-0-8 30,3   
MOCK 1-0-9 34,3      
MOCK 1-0-10 38      
MOCK 1-0-11 33,7      
MOCK 1-0-12 43       
 
 
3. PASAŽA    4. PASAŽA   
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
PVY 3-1-1 17,6   PVY 4-1-1 12  
PVY 3-1-2 17   PVY 4-1-2 9,2  
PVY 3-1-3 15,6   PVY 4-1-3 13,4  
PVY 3-1-4 16   PVY 4-1-4 9,9  
PVY 3-2-1 20,5   PVY 4-2-1 10,5  
PVY 3-2-2 17,1   PVY 4-2-2 11,1  
PVY 3-2-3 12,9   PVY 4-2-3 12  
se nadaljuje 
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nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
3. PASAŽA       4. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] 
 
opombe  
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
PVY 3-2-4 13,5    PVY 4-2-4 11,4  
PVY 3-3-1 16,6    PVY 4-3-1 11,9  
PVY 3-3-2 16,9    PVY 4-3-2 27,1 BBZ 
PVY 3-3-3 13,2    PVY 4-3-3 28,2 BBZ 
PVY 3-3-4 18,5    PVY 4-3-4 17,1  
PVY 3-4-1 12,5    PVY 4-4-1 12,7  
PVY 3-4-2 11,9    PVY 4-4-2 31,8 BBZ 
PVY 3-4-3 20    PVY 4-4-3 33,3 BBZ 
PVY 3-4-4 16,1    PVY 4-4-4 35 BBZ 
PVY 3-5-1 31,3  BBZ  PVY 4-5-1 11,4  
PVY 3-5-2 11,3    PVY 4-5-2 13,6  
PVY 3-5-3 17,6    PVY 4-5-3 12  
PVY 3-5-4 15,2    PVY 4-5-4 9,1  
PVY 3-6-1 14,3    PVY 4-6-1 32,4 BBZ 
PVY 3-6-2 14,4    PVY 4-6-2 29,9 BBZ 
PVY 3-6-3 17,1    PVY 4-6-3 10,2  
PVY 3-6-4 18,4    PVY 4-6-4 12,5  
PVY 3-7-1 19,2    PVY 4-7-1 32,1 BBZ 
PVY 3-7-2 16,8    PVY 4-7-2 30,1 BBZ 
PVY 3-7-3 13,9    PVY 4-7-3 29,2 BBZ 
PVY 3-7-4 12    PVY 4-7-4 37,5 BBZ 
PVY 3-8-1 14    PVY 4-8-1 12,6  
PVY 3-8-2 17,2    PVY 4-8-2 10,4  
PVY 3-8-3 13,9    PVY 4-8-3 30,5 BBZ 
PVY 3-8-4 14,7    PVY 4-8-4 10,3  
PVY 3-9-1 13,9    PVY 4-9-1 31,2 BBZ 
PVY 3-9-2 11,2    PVY 4-9-2 27,7 BBZ 
PVY 3-9-3 14,4    PVY 4-9-3 31,2 BBZ 
PVY 3-9-4 15,3     PVY 4-9-4 33,2 BBZ 
PepMV 3-1-1 35,4    PepMV 4-1-1 32,8  
PepMV 3-1-2 34,6    PepMV 4-1-2 26,9  
PepMV 3-1-3 35,1    PepMV 4-1-3 24,7  
PepMV 3-1-4 28,5    PepMV 4-1-4 30,6  
PepMV 3-2-1 33    PepMV 4-2-1 30  
PepMV 3-2-2 32,2    PepMV 4-2-2 27,2  
PepMV 3-2-3 29,8    PepMV 4-2-3 28,8  
PepMV 3-2-4 33,5    PepMV 4-2-4 26,4  
PepMV 3-3-1 30,9    PepMV 4-3-1 21,6  
PepMV 3-3-2 30,6    PepMV 4-3-2 23,3  
PepMV 3-3-3 27,8    PepMV 4-3-3 23,4  
PepMV 3-3-4 24,9    PepMV 4-3-4 22,7  
PepMV 3-4-1 25,7    PepMV 4-4-1 27,1  
PepMV 3-4-2 30,2    PepMV 4-4-2 20,6  
PepMV 3-4-3 29,1    PepMV 4-4-3 22,1  
PepMV 3-4-4 30,1    PepMV 4-4-4 24,5  
PepMV 3-5-1 21,3    PepMV 4-5-1 28,7  
se nadaljuje 
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nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
3. PASAŽA      4. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
PepMV 3-5-2 28,5   PepMV 4-5-2 24  
PepMV 3-5-3 26,8   PepMV 4-5-3 26,8  
PepMV 3-5-4 28   PepMV 4-5-4 24,7  
PepMV 3-6-1 24,2   PepMV 4-6-1 26,1  
PepMV 3-6-2 28,8   PepMV 4-6-2 25,2  
PepMV 3-6-3 27,2   PepMV 4-6-3 24  
PepMV 3-6-4 28   PepMV 4-6-4 25,1  
PepMV 3-7-1 25,2   PepMV 4-7-1 26,7  
PepMV 3-7-2 27,3   PepMV 4-7-2 27  
PepMV 3-7-3 30   PepMV 4-7-3 27,3  
PepMV 3-7-4 26,9   PepMV 4-7-4 23,4  
PepMV 3-8-1 37,3   PepMV 4-8-1 28,6  
PepMV 3-8-2 30,8   PepMV 4-8-2 25  
PepMV 3-8-3 31,5   PepMV 4-8-3 24,2  
PepMV 3-8-4 36,6   PepMV 4-8-4 27,1  
PepMV 3-9-1 25,6   PepMV 4-9-1 29,4  
PepMV 3-9-2 27,5   PepMV 4-9-2 23,4  
PepMV 3-9-3 27,7   PepMV 4-9-3 27  
PepMV 3-9-4 31,1    PepMV 4-9-4 26,1   
MIX 3-1-1 7,6   MIX 4-1-1 6  
MIX 3-1-2 7,2   MIX 4-1-2 6,5  
MIX 3-1-3 7   MIX 4-1-3 8,9  
MIX 3-1-4 6,5   MIX 4-1-4 6,4  
MIX 3-2-1 9   MIX 4-2-1 29,9 BBZ 
MIX 3-2-2 6,1   MIX 4-2-2 31,1 BBZ 
MIX 3-2-3 7,5   MIX 4-2-3 25,7 BBZ 
MIX 3-2-4 13,8   MIX 4-2-4 26,8 BBZ 
MIX 3-3-1 5,9   MIX 4-3-1 5,2  
MIX 3-3-2 6,4   MIX 4-3-2 6,8  
MIX 3-3-3 6,8   MIX 4-3-3 6,3  
MIX 3-3-4 5,3   MIX 4-3-4 3,4  
MIX 3-4-1 6,4   MIX 4-4-1 7,8  
MIX 3-4-2 5,5   MIX 4-4-2 3,8  
MIX 3-4-3 15,3   MIX 4-4-3 4,4  
MIX 3-4-4 9,7   MIX 4-4-4 3,8  
MIX 3-5-1 12   MIX 4-5-1 29,2 BBZ 
MIX 3-5-2 8,1   MIX 4-5-2 30,1 BBZ 
MIX 3-5-3 8,4   MIX 4-5-3 27,4 BBZ 
MIX 3-5-4 5,4   MIX 4-5-4 27,1 BBZ 
MIX 3-6-1 7,4   MIX 4-6-1 5  
MIX 3-6-2 8   MIX 4-6-2 26,2 BBZ 
MIX 3-6-3 9   MIX 4-6-3 26,2 BBZ 
MIX 3-6-4 6,9   MIX 4-6-4 24,4 BBZ 
MIX 3-7-1 6,9   MIX 4-7-1 5,7  
MIX 3-7-2 11   MIX 4-7-2 23,3 BBZ 
 
se nadaljuje 
 
Pršin T. Eksperimentalna evolucija virusa mozaika pepina (PepMV) in virusa Y krompirja (PVY) v mešani in samostojnih okužbah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Ekologije in biodiverzitete, 2018 
 
 
 
nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
3. PASAŽA      4. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline višina [cm] opombe 
MIX 3-7-3 5,3   MIX 4-7-3 22,9 BBZ 
MIX 3-7-4 5,7   MIX 4-7-4 28,9 BBZ 
MIX 3-8-1 7   MIX 4-8-1 7,5  
MIX 3-8-2 8,9   MIX 4-8-2 26,3 BBZ 
MIX 3-8-3 7,9   MIX 4-8-3 23 BBZ 
MIX 3-8-4 6,7   MIX 4-8-4 8,6  
MIX 3-9-1 6,3   MIX 4-9-1 26,3 BBZ 
MIX 3-9-2 8,5   MIX 4-9-2 27,6 BBZ 
MIX 3-9-3 6,5   MIX 4-9-3 4,8  
MIX 3-9-4 5,9    MIX 4-9-4 28,9 BBZ 
MOCK 3-0-1 36,3   MOCK 4-0-1 30,2  
MOCK 3-0-2 35   MOCK 4-0-2 30  
MOCK 3-0-3 36,9   MOCK 4-0-3 34,8  
MOCK 3-0-4 36,6   MOCK 4-0-4 28,1  
MOCK 3-0-5 35,2   MOCK 4-0-5 30,6  
MOCK 3-0-6 30,1   MOCK 4-0-6 35,8  
MOCK 3-0-7 37,8   MOCK 4-0-7 32,3  
MOCK 3-0-8 36    MOCK 4-0-8 27,7   
 
 
5. PASAŽA      6. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline višina [cm] opombe 
PVY 5-1-1 17,5   PVY 6-1-1 14,9  
PVY 5-1-2 14,1   PVY 6-1-2 9,3  
PVY 5-1-3 6,5   PVY 6-1-3 25,5 BBZ 
PVY 5-1-4 11,1   PVY 6-1-4 20,1 BBZ 
PVY 5-2-1 15,6   PVY 6-2-1 22  
PVY 5-2-2 19,5   PVY 6-2-2 9  
PVY 5-2-3 7,6   PVY 6-2-3 27 BBZ 
PVY 5-2-4 13,2   PVY 6-2-4 23,4 BBZ 
PVY 5-3-1 29,6   PVY 6-3-1 19,3  
PVY 5-3-2 24,9   PVY 6-3-2 15,3  
PVY 5-3-3 13,4   PVY 6-3-3 16,2  
PVY 5-3-4 17,1   PVY 6-3-4 7  
PVY 5-4-1 12,7   PVY 6-4-1 14,5  
PVY 5-4-2 14,3   PVY 6-4-2 9,5  
PVY 5-4-3 29,6 BBZ  PVY 6-4-3 13,5  
PVY 5-4-4 11,7   PVY 6-4-4 7  
PVY 5-5-1 11   PVY 6-5-1 13,5  
PVY 5-5-2 27,7 BBZ  PVY 6-5-2 14,5  
PVY 5-5-3 32,3 BBZ  PVY 6-5-3 33 BBZ 
PVY 5-5-4 29,5 BBZ  PVY 6-5-4 24,5 BBZ 
PVY 5-6-1 15,1   PVY 6-6-1 12,3  
 
se nadaljuje 
 
 
Pršin T. Eksperimentalna evolucija virusa mozaika pepina (PepMV) in virusa Y krompirja (PVY) v mešani in samostojnih okužbah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Ekologije in biodiverzitete, 2018 
 
 
 
nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
5. PASAŽA      6. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
PVY 5-6-2 32,7 BBZ  PVY 6-6-2 12,9  
PVY 5-6-3 13,2   PVY 6-6-3 31 BBZ 
PVY 5-6-4 10,1   PVY 6-6-4 35,5 BBZ 
PVY 5-7-1 36,6 BBZ  PVY 6-7-1 40,5 BBZ 
PVY 5-7-2 33,3 BBZ  PVY 6-7-2 37,5 BBZ 
PVY 5-7-3 35,5 BBZ  PVY 6-7-3 37 BBZ 
PVY 5-7-4 30,4 BBZ  PVY 6-7-4 25 BBZ 
PVY 5-8-1 32,1 BBZ  PVY 6-8-1 13,5  
PVY 5-8-2 12,5   PVY 6-8-2 11,6  
PVY 5-8-3 34,5 BBZ  PVY 6-8-3 27 BBZ 
PVY 5-8-4 33,9 BBZ  PVY 6-8-4 22  
PVY 5-9-1 36,6 BBZ  PVY 6-9-1 34,5 BBZ 
PVY 5-9-2 29,1 BBZ  PVY 6-9-2 33,5 BBZ 
PVY 5-9-3 33,4 BBZ  PVY 6-9-3 24,5 BBZ 
PVY 5-9-4 33,3 BBZ  PVY 6-9-4 25,2 BBZ 
PepMV 5-1-1 30,5   PepMV 6-1-1 24,4  
PepMV 5-1-2 27,9   PepMV 6-1-2 33  
PepMV 5-1-3 25,3   PepMV 6-1-3 34  
PepMV 5-1-4 28,4   PepMV 6-1-4 25,2  
PepMV 5-2-1 27,5   PepMV 6-2-1 35,5  
PepMV 5-2-2 32,5   PepMV 6-2-2 36,4  
PepMV 5-2-3 27,7   PepMV 6-2-3 28,3  
PepMV 5-2-4 32,1   PepMV 6-2-4 21,5  
PepMV 5-3-1 28,7   PepMV 6-3-1 28,5  
PepMV 5-3-2 25,5   PepMV 6-3-2 31  
PepMV 5-3-3 27,8   PepMV 6-3-3 28,5  
PepMV 5-3-4 30   PepMV 6-3-4 21,5  
PepMV 5-4-1 32,7   PepMV 6-4-1 25  
PepMV 5-4-2 28,5   PepMV 6-4-2 31  
PepMV 5-4-3 28,2   PepMV 6-4-3 19,5  
PepMV 5-4-4 29,2   PepMV 6-4-4 24,3  
PepMV 5-5-1 25,8   PepMV 6-5-1 26  
PepMV 5-5-2 22,7   PepMV 6-5-2 27,8  
PepMV 5-5-3 23,5   PepMV 6-5-3 26  
PepMV 5-5-4 23,7   PepMV 6-5-4 21,9  
PepMV 5-6-1 28,3   PepMV 6-6-1 32,5  
PepMV 5-6-2 22,1   PepMV 6-6-2 27  
PepMV 5-6-3 25,1   PepMV 6-6-3 35,5  
PepMV 5-6-4 27,8   PepMV 6-6-4 25  
PepMV 5-7-1 29,9   PepMV 6-7-1 36,4  
PepMV 5-7-2 31,1   PepMV 6-7-2 25  
PepMV 5-7-3 30,3   PepMV 6-7-3 23,7  
PepMV 5-7-4 27,9   PepMV 6-7-4 27,3  
PepMV 5-8-1 31,7   PepMV 6-8-1 27,6  
PepMV 5-8-2 28,1   PepMV 6-8-2 27  
PepMV 5-8-3 29,8   PepMV 6-8-3 33,5  
 
se nadaljuje 
Pršin T. Eksperimentalna evolucija virusa mozaika pepina (PepMV) in virusa Y krompirja (PVY) v mešani in samostojnih okužbah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Ekologije in biodiverzitete, 2018 
 
 
 
nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
5. PASAŽA      6. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
PepMV 5-8-4 28,5   PepMV 6-8-4 24,5  
PepMV 5-9-1 31,5   PepMV 6-9-1 26  
PepMV 5-9-2 26,5   PepMV 6-9-2 27,9  
PepMV 5-9-3 29,3   PepMV 6-9-3 34,5  
PepMV 5-9-4 27,9    PepMV 6-9-4 23,3   
MIX 5-1-1 9,5   MIX 6-1-1 8,9  
MIX 5-1-2 7,4   MIX 6-1-2 3,8  
MIX 5-1-3 8,1   MIX 6-1-3 7  
MIX 5-1-4 6,8   MIX 6-1-4 3 inok. majhna 
MIX 5-2-1 32,4 BBZ  MIX 6-2-1 32 BBZ 
MIX 5-2-2 29,4 BBZ  MIX 6-2-2 26,5 BBZ 
MIX 5-2-3 29,3 BBZ  MIX 6-2-3 24,9 BBZ 
MIX 5-2-4 26 BBZ  MIX 6-2-4 30,5 BBZ 
MIX 5-3-1 8,1   MIX 6-3-1 6  
MIX 5-3-2 7,3   MIX 6-3-2 8,2  
MIX 5-3-4 7,6   MIX 6-3-4 4,5 inok. majhna 
MIX 5-4-1 8   MIX 6-4-1 7,5  
MIX 5-4-2 9,5   MIX 6-4-2 22,5 BBZ 
MIX 5-4-3 6   MIX 6-4-3 7  
MIX 5-4-4 7   MIX 6-4-4 9,4  
MIX 5-5-1 31,6 BBZ  MIX 6-5-1 28,5 BBZ 
MIX 5-5-2 26,5 BBZ  MIX 6-5-2 27,8 BBZ 
MIX 5-5-3 30,7 BBZ  MIX 6-5-3 28,7 BBZ 
MIX 5-5-4 30,5 BBZ  MIX 6-5-4 31,5 BBZ 
MIX 5-6-1 22,6 BBZ  MIX 6-6-1 31,5 BBZ 
MIX 5-6-2 26,7 BBZ  MIX 6-6-2 28 BBZ 
MIX 5-6-3 25 BBZ  MIX 6-6-3 26 BBZ 
MIX 5-6-4 23,7 BBZ  MIX 6-6-4 24 BBZ 
MIX 5-7-1 7,1   MIX 6-7-1 10,5  
MIX 5-7-3 6,4   MIX 6-7-3 17,5 inok. majhna 
MIX 5-7-4 5,5   MIX 6-7-4 10,5  
MIX 5-8-1 35,9 BBZ  MIX 6-8-1 32,9 BBZ 
MIX 5-8-2 31,2 BBZ  MIX 6-8-2 31,5 BBZ 
MIX 5-8-3 25,9 BBZ  MIX 6-8-3 20,7 inok. majhna 
MIX 5-8-4 25,2 BBZ  MIX 6-8-4 30,5 BBZ 
MIX 5-9-1 10,1   MIX 6-9-1 7  
MIX 5-9-2 24,2 BBZ  MIX 6-9-2 26,5 BBZ 
MIX 5-9-3 26,5 BBZ  MIX 6-9-3 8  
MIX 5-9-4 7    MIX 6-9-4 6   
MOCK 5-0-1 34,8   MOCK 6-0-1 33  
MOCK 5-0-2 35,2   MOCK 6-0-2 31  
MOCK 5-0-3 33,6   MOCK 6-0-3 32,5  
MOCK 5-0-4 37,1   MOCK 6-0-4 22 inok. majhna 
MOCK 5-0-5 29,6   MOCK 6-0-5 36  
MOCK 5-0-6 32,9   MOCK 6-0-6 26  
MOCK 5-0-7 30,4   MOCK 6-0-7 32,5  
MOCK 5-0-8 33,1    MOCK 6-0-8 23 inok. majhna 
se nadaljuje 
Pršin T. Eksperimentalna evolucija virusa mozaika pepina (PepMV) in virusa Y krompirja (PVY) v mešani in samostojnih okužbah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Ekologije in biodiverzitete, 2018 
 
 
 
nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
7. PASAŽA      8. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline višina [cm] opombe 
PVY 7-1-1 12   PVY 8-1-1 19,8  
PVY 7-1-2 15   PVY 8-1-2 20  
PVY 7-1-3 11,5   PVY 8-1-3 14,3  
PVY 7-1-4 7   PVY 8-1-4 40 BBZ 
PVY 7-2-1 21,5   PVY 8-2-1 19,6  
PVY 7-2-2 7   PVY 8-2-2 48 BBZ 
PVY 7-2-3 12   PVY 8-2-3 27  
PVY 7-2-4 31,5 BBZ  PVY 8-2-4 22  
PVY 7-3-1 26 BBZ  PVY 8-3-1 27  
PVY 7-3-2 29,5 BBZ  PVY 8-3-2 44 BBZ 
PVY 7-3-3 12   PVY 8-3-3 37  
PVY 7-3-4 29,5 BBZ  PVY 8-3-4 27,5  
PVY 7-4-1 10   PVY 8-4-1 21,6  
PVY 7-4-2 10,5   PVY 8-4-2 17,5  
PVY 7-4-3 10,5   PVY 8-4-3 40,2 BBZ 
PVY 7-4-4 10,5   PVY 8-4-4 20,8  
PVY 7-5-1 30,5 BBZ  PVY 8-5-1 24  
PVY 7-5-2 15   PVY 8-5-2 28  
PVY 7-5-3 34,5 BBZ  PVY 8-5-3 22  
PVY 7-5-4 9,5   PVY 8-5-4 22,8  
PVY 7-6-1 32,5 BBZ  PVY 8-6-1 40,5 BBZ 
PVY 7-6-2 32 BBZ  PVY 8-6-2 43 BBZ 
PVY 7-6-3 28,5 BBZ  PVY 8-6-3 43 BBZ 
PVY 7-6-4 27,5 BBZ  PVY 8-6-4 44 BBZ 
PVY 7-7-1 34,5 BBZ  PVY 8-7-1 48,5 BBZ 
PVY 7-7-2 32 BBZ  PVY 8-7-2 43 plesen 
PVY 7-7-3 31,7 BBZ  PVY 8-7-3 43 BBZ 
PVY 7-7-4 24,4 BBZ  PVY 8-7-4 46,1 BBZ 
PVY 7-8-1 14,2   PVY 8-8-1 47 BBZ 
PVY 7-8-2 27,5 BBZ  PVY 8-8-2 43 BBZ 
PVY 7-8-3 10,5   PVY 8-8-3 43,5 BBZ 
PVY 7-8-4 8,5   PVY 8-8-4 44 BBZ 
PVY 7-9-1 35 BBZ  PVY 8-9-1 39,5 BBZ 
PVY 7-9-2 32,2 BBZ  PVY 8-9-2 45,5 BBZ 
PVY 7-9-3 31,6 BBZ  PVY 8-9-3 42,7 BBZ 
PVY 7-9-4 29,8 BBZ  PVY 8-9-4 44,3 BBZ 
PepMV 7-1-1 28   PepMV 8-1-1 40  
PepMV 7-1-2 26,5   PepMV 8-1-2 37,6  
PepMV 7-1-3 29,5   PepMV 8-1-3 36,2  
PepMV 7-1-4 24   PepMV 8-1-4 38  
PepMV 7-2-1 33 šibki simptomi  PepMV 8-2-1 40 BBZ 
PepMV 7-2-2 29 šibki simptomi  PepMV 8-2-2 43 BBZ 
PepMV 7-2-3 29,5 šibki simptomi  PepMV 8-2-3 43,3 BBZ 
PepMV 7-2-4 30,5 šibki simptomi  PepMV 8-2-4 39,4 BBZ 
PepMV 7-3-1 29   PepMV 8-3-1 40,5  
PepMV 7-3-2 28,5   PepMV 8-3-2 36,6  
PepMV 7-3-3 27,5   PepMV 8-3-3 35  
se nadaljuje 
Pršin T. Eksperimentalna evolucija virusa mozaika pepina (PepMV) in virusa Y krompirja (PVY) v mešani in samostojnih okužbah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Ekologije in biodiverzitete, 2018 
 
 
 
nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
7. PASAŽA      8. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
PepMV 7-7-4 27,3   PepMV 8-7-4 43,8  
PepMV 7-8-1 32   PepMV 8-8-1 39,5  
PepMV 7-8-2 27,5   PepMV 8-8-2 40,2  
PepMV 7-8-3 30,5   PepMV 8-8-3 31,4  
PepMV 7-8-4 30   PepMV 8-8-4 38,2  
PepMV 7-9-1 31,2   PepMV 8-9-1 39,9 uvenela 
PepMV 7-9-2 26,5   PepMV 8-9-2 39,9 uvenela 
PepMV 7-9-3 33   PepMV 8-9-3 36,2 uvenela 
PepMV 7-9-4 21    PepMV 8-9-4 35,5 uvenela 
MIX 7-1-1 31 samo PepMV   MIX 8-1-1 10  
MIX 7-1-2 12   MIX 8-1-2 8,9  
MIX 7-1-3 14   MIX 8-1-3 10,2  
MIX 7-1-4 5,5   MIX 8-1-4 6,3  
MIX 7-2-1 29,5 BBZ  MIX 8-2-1 43,4 BBZ 
MIX 7-2-2 30 BBZ  MIX 8-2-2 43,2 BBZ 
MIX 7-2-3 32,5 BBZ  MIX 8-2-3 43,5 BBZ 
MIX 7-2-4 31 BBZ  MIX 8-2-4 43,1 BBZ 
MIX 7-3-1 4   MIX 8-3-1 35 samo PepMV 
MIX 7-3-2 6,5   MIX 8-3-2 13  
MIX 7-3-3 9,5   MIX 8-3-3 14  
MIX 7-3-4 5,3   MIX 8-3-4 13,1  
MIX 7-4-1 4,7   MIX 8-4-1 14,5  
MIX 7-4-2 5,5   MIX 8-4-2 11  
MIX 7-4-3 9   MIX 8-4-3 9,4  
MIX 7-4-4 7,5   MIX 8-4-4 10,1  
MIX 7-5-1 31 BBZ  MIX 8-5-1 38,2 BBZ 
MIX 7-5-2 30,5 BBZ  MIX 8-5-2 39,5 BBZ 
MIX 7-5-3 33 BBZ  MIX 8-5-3 46,8 BBZ 
MIX 7-5-4 30 BBZ  MIX 8-5-4 41,9 BBZ 
MIX 7-6-1 20,5 samo PepMV   MIX 8-6-1 38,1 samo PepMV 
MIX 7-6-2 27,5 samo PepMV   MIX 8-6-2 34 samo PepMV 
MIX 7-6-3 29 samo PepMV   MIX 8-6-3 39 samo PepMV 
MIX 7-6-4 22,5 samo PepMV   MIX 8-6-4 38 samo PepMV 
MIX 7-7-1 31 samo PepMV   MIX 8-7-1 37,7 samo PepMV 
MIX 7-7-2 29,2 samo PepMV   MIX 8-7-2 41,9 samo PepMV 
MIX 7-7-3 27 samo PepMV   MIX 8-7-3 36,4 samo PepMV 
MIX 7-7-4 27 samo PepMV   MIX 8-7-4 37,6 samo PepMV 
MIX 7-8-1 24 BBZ  MIX 8-8-1 37,9 samo PepMV 
MIX 7-8-2 26,5 BBZ  MIX 8-8-2 32,9 samo PepMV 
MIX 7-8-3 31,5 BBZ  MIX 8-8-3 33 samo PepMV 
MIX 7-8-4 27 BBZ  MIX 8-8-4 36,7 samo PepMV 
MIX 7-9-1 5,5   MIX 8-9-1 10,8  
MIX 7-9-2 25 
samo PepMV 
simptomi  MIX 8-9-2 6,7  
MIX 7-9-3 9   MIX 8-9-3 9,2  
MIX 7-9-4 5    MIX 8-9-4 34,5 samo PepMV 
MOCK 7-0-1 31,5   MOCK 8-0-1 42  
MOCK 7-0-2 32,5   MOCK 8-0-2 41  
 se nadaljuje 
Pršin T. Eksperimentalna evolucija virusa mozaika pepina (PepMV) in virusa Y krompirja (PVY) v mešani in samostojnih okužbah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Ekologije in biodiverzitete, 2018 
 
 
 
nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
7. PASAŽA      8. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe  
Oznaka 
rastline višina [cm] opombe 
MOCK 7-0-3 31,2   MOCK 8-0-3 41,1  
MOCK 7-0-4 30,5 lisasti listi  MOCK 8-0-4 43,5  
MOCK 7-0-5 30,8   MOCK 8-0-5 41,5 lisasti listi 
MOCK 7-0-6 29,5   MOCK 8-0-6 51,3 lisasti listi 
MOCK 7-0-7 34,5   MOCK 8-0-7 39,8 lisasti listi 
MOCK 7-0-8 30    MOCK 8-0-8 38,8 lisasti listi 
 
9. PASAŽA      9. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
 Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
PVY 9-1-1 32,5 BBZ  PepMV 9-1-2 24  
PVY 9-1-2 25   PepMV 9-1-3 23  
PVY 9-1-3 30,5 BBZ  PepMV 9-1-4 22,5  
PVY 9-1-4 27,5 BBZ  PepMV 9-2-1 31  
PVY 9-2-1 31,3 BBZ  PepMV 9-2-2 30,5  
PVY 9-2-2 32,2 BBZ  PepMV 9-2-3 28,5  
PVY 9-2-3 24,5 BBZ  PepMV 9-2-4 27,5  
PVY 9-2-4 29,8 BBZ  PepMV 9-3-1 28  
PVY 9-3-1 34,5 BBZ  PepMV 9-3-2 25,5  
PVY 9-3-2 32 BBZ  PepMV 9-3-3 24,5  
PVY 9-3-3 29 BBZ  PepMV 9-3-4 19,5  
PVY 9-3-4 28,5 BBZ  PepMV 9-4-1 30  
PVY 9-4-1 31 BBZ  PepMV 9-4-2 25,5  
PVY 9-4-2 27,5 BBZ  PepMV 9-4-3 25,5  
PVY 9-4-3 32,5 BBZ  PepMV 9-4-4 32,5  
PVY 9-4-4 29,5 BBZ  PepMV 9-5-1 28,5  
PVY 9-5-1 32,5 BBZ  PepMV 9-5-2 24  
PVY 9-5-2 34,5 BBZ  PepMV 9-5-3 28  
PVY 9-5-3 33 BBZ  PepMV 9-5-4 25  
PVY 9-5-4 33,5 BBZ  PepMV 9-6-1 30,5  
PVY 9-6-1 32,5 BBZ  PepMV 9-6-2 25  
PVY 9-6-2 20 BBZ  PepMV 9-6-3 26  
PVY 9-6-3 32 BBZ  PepMV 9-6-4 30  
PVY 9-6-4 29 BBZ  PepMV 9-7-1 29,1  
PVY 9-7-1 29,5 BBZ  PepMV 9-7-2 25,5  
PVY 9-7-2 31,5 BBZ  PepMV 9-7-3 23,5  
PVY 9-7-3 31 BBZ  PepMV 9-7-4 29,5  
PVY 9-7-4 33 BBZ  PepMV 9-8-1 29,5  
PVY 9-8-1 30,5 BBZ  PepMV 9-8-2 28  
PVY 9-8-2 32 BBZ  PepMV 9-8-3 28  
PVY 9-8-3 30,5 BBZ  PepMV 9-8-4 28  
PVY 9-8-4 29 BBZ  PepMV 9-9-1 28,5  
PVY 9-9-1 29 BBZ  PepMV 9-9-2 29  
PVY 9-9-2 30,5 BBZ  PepMV 9-9-3 26,5  
PVY 9-9-3 32,5 BBZ  PepMV 9-9-4 28   
PVY 9-9-4 31 BBZ  MIX 9-1-1 2,2  
PepMV 9-1-1 25,5   MIX 9-1-2 3  
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nadaljevanje Priloge A: Višine rastlin Nicotiana benthamiana inokuliranih s PVY, PepMV, mešanim in 
kontrolnim inokulatom štirih tedne po inokulaciji v devetih pasažah 
 
9. PASAŽA     
Oznaka 
rastline 
višina 
[cm] opombe 
MIX 9-1-3 4  
MIX 9-1-4 2  
MIX 9-2-1 27 samo PepMV 
MIX 9-2-2 28,5 samo PepMV 
MIX 9-2-3 30 samo PepMV 
MIX 9-2-4 32 samo PepMV 
MIX 9-3-1 4,5  
MIX 9-3-2 3,5  
MIX 9-3-3 6,5  
MIX 9-3-4 11  
MIX 9-4-1 27 samo PepMV 
MIX 9-4-2 28,5 samo PepMV 
MIX 9-4-3 26 samo PepMV 
MIX 9-4-4 28 samo PepMV 
MIX 9-5-1 27,5 samo PepMV 
MIX 9-5-2 25,5 samo PepMV 
MIX 9-5-3 30 samo PepMV 
MIX 9-5-4 31 samo PepMV 
MIX 9-6-1 26,5 samo PepMV 
MIX 9-6-2 23,5 samo PepMV 
MIX 9-6-3 24 samo PepMV 
MIX 9-6-4 28 samo PepMV 
MIX 9-7-1 31,5 samo PepMV 
MIX 9-7-2 24 samo PepMV 
MIX 9-7-3 30,5 samo PepMV 
MIX 9-7-4 30,5 samo PepMV 
MIX 9-8-1 29 samo PepMV 
MIX 9-8-2 26 samo PepMV 
MIX 9-8-3 27 samo PepMV 
MIX 9-8-4 27,5 samo PepMV 
MIX 9-9-1 4,5  
MIX 9-9-2 4  
MIX 9-9-3 4  
MIX 9-9-4 6   
MOCK 9-0-1 34  
MOCK 9-0-2 31,5  
MOCK 9-0-3 31  
MOCK 9-0-4 33  
MOCK 9-0-5 28  
MOCK 9-0-6 28,5  
MOCK 9-0-7 32  
MOCK 9-0-8 31,5   
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PRILOGA B 
 
Povprečne vrednosti višin kontrolnih rastlin iz devetih pasaž in njihovi standardni odkloni 
 
Pasaža Povprečje Standardni odklon N 
1. 38,5 3,8 12 
2. 31,6 1,9 8 
3. 35,5 2,4 8 
4. 31,2 2,9 8 
5. 33,3 2,5 8 
6. 29,5 5,1 8 
7. 31,3 1,6 8 
8. 42,4 3,9 8 
9. 31,2 2,1 8 
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PRILOGA C 
 
Povprečne vrednosti Cq, pridobljene z RT-qPCR, ki smo jih uporabili za kvantifikacijo 
količine virusov. Rastline so bile inokulirane in vzorčene v obdobju 14. 2. 2017 – 5. 12. 
2017, celokupna RNA izolirana in kvantificirana z RT-qPCR v obdobju 28. 8. 2017 – 15. 
2. 2018; (neg.- ni signala) 
 
 
Oznaka rastline 
Časovna 
točka 
(dpi) 
COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PepMV 10-1 
PVY 1-0-8 8 18,5 21,9 19,5 23,0 neg. 
PVY 1-0-12 8 18,7 22,1 18,0 21,5 36,6 
PVY 1-0-24 8 18,7 22,1 17,8 21,3 neg. 
PVY 1-0-36 8 19,4 22,8 neg. neg. neg. 
PVY 1-0-7 12 18,3 21,8 17,0 20,4 32,1 
PVY 1-0-11 12 19,1 22,6 29,3 32,4 33,1 
PVY 1-0-23 12 18,6 22,1 19,0 22,2 neg. 
PVY 1-0-35 12 18,9 22,2 37,4 neg. neg. 
PVY 1-0-9 16 18,3 21,6 15,0 18,2 36,6 
PVY 1-0-13 16 18,2 21,8 24,5 27,8 neg. 
PVY 1-0-25 16 18,3 21,6 16,4 19,8 36,6 
PVY 1-0-34 16 18,8 22,6 36,7 neg. neg. 
PVY 1-0-6 20 18,1 21,6 14,2 17,7 36,9 
PVY 1-0-10 20 18,7 22,2 14,2 17,5 neg. 
PVY 1-0-22 20 18,4 21,8 15,0 18,6 36,7 
PVY 1-0-33 20 19,0 22,3 29,9 34,0 neg. 
PVY 1-0-5 24 18,7 21,8 13,5 16,9 34,6 
PVY 1-0-14 24 18,4 21,6 14,5 17,6 31,6 
PVY 1-0-26 24 19,2 22,5 14,6 18,1 35,0 
PVY 1-0-32 24 18,8 22,8 14,3 17,7 35,8 
PVY PVY1 lineage 1 28 18,4 22,2 13,0 16,3 32,1 
PVY PVY2 lineage 2 28 18,6 21,8 13,3 16,7 34,5 
PVY PVY3 lineage 3 28 18,4 21,7 13,8 17,2 neg. 
PVY PVY4 lineage 4 28 18,2 21,6 14,3 17,5 31,6 
PVY PVY5 lineage 5 28 18,9 22,3 14,0 17,3 35,5 
PVY PVY6 lineage 6 28 19,3 22,7 14,2 17,5 35,5 
PVY PVY7 lineage 7 28 18,6 22,0 17,3 20,7 neg. 
PVY PVY8 lineage 8 28 20,0 23,5 16,4 19,4 22,8 
PVY PVY8 lineage 8 28 20,0 23,2 15,7 18,9 34,1 
PVY PVY9 lineage 9 28 19,3 22,4 15,5 18,8 neg. 
PVY 3-1-1 28 21,6 24,6 27,9 30,9 neg. 
PVY 3-2-1 28 20,0 23,5 15,0 18,4 neg. 
PVY 3-3-1 28 20,9 24,2 19,2 22,6 neg. 
PVY 3-4-1 28 20,3 23,8 18,2 21,5 31,9 
PVY 3-5-2 28 19,6 23,0 15,2 18,5 neg. 
PVY 3-6-1 28 20,5 23,7 16,4 19,8 neg. 
PVY 3-7-1 28 19,4 22,6 17,7 21,0 neg. 
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nadaljevanje priloge C: Povprečne vrednosti Cq, pridobljene z RT-qPCR, ki smo jih uporabili za 
kvantifikacijo količine virusov 
 
Oznaka rastline 
Časovna 
točka 
(dpi) 
COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PepMV 10-1 
PVY 3-8-1 28 19,1 22,4 14,1 17,5 neg. 
PVY 3-9-1 28 20,2 23,5 23,0 26,0 neg. 
PVY 4-1-1 28 18,3 21,6 14,1 17,4 neg. 
PVY 4-2-1 28 18,3 21,3 13,5 16,6 neg. 
PVY 4-3-1 28 18,1 21,4 14,2 17,5 neg. 
PVY 4-4-1 28 18,9 22,1 15,0 18,3 37,7 
PVY 4-5-1 28 17,9 21,4 13,8 17,3 neg. 
PVY 4-6-3 28 18,2 21,5 14,8 18,0 neg. 
PVY 4-7-1 28 18,4 21,7 neg. neg. neg. 
PVY 4-8-1 28 18,2 21,6 14,1 17,4 neg. 
PVY 4-9-1 28 18,2 21,5 neg. neg. 36,5 
PVY 7-1-1 28 19,2 22,3 14,2 17,5 36,8 
PVY 7-2-2 28 18,5 22,0 13,9 17,2 neg. 
PVY 7-3-3 28 18,4 21,9 14,5 17,6 neg. 
PVY 7-4-1 28 19,3 22,6 20,1 23,2 neg. 
PVY 7-5-4 28 18,9 22,3 14,5 17,8 37,0 
PVY 7-6-1 28 18,8 22,1 neg. neg. neg. 
PVY 7-7-1 28 19,0 22,3 neg. neg. neg. 
PVY 7-8-1 28 19,0 22,3 32,9 36,3 neg. 
PVY 7-9-1 28 19,8 23,2 29,6 33,5 36,7 
PVY 8-1-1 30 20,6 23,8 27,5 30,8 neg. 
PVY 8-1-1 30 19,8 23,1 28,1 31,1 neg. 
PVY 8-2-1 30 19,5 22,7 16,1 19,3 neg. 
PVY 8-3-1 30 19,4 22,7 32,8 36,2 31,3 
PVY 8-3-1 30 20,1 23,5 37,6 37,9 neg. 
PVY 8-4-1 30 19,6 23,1 20,2 23,5 neg. 
PVY 8-5-1 30 19,1 22,5 29,0 32,5 neg. 
PVY 8-6-1 30 18,9 22,2 neg. neg. 36,7 
PVY 8-7-1 30 19,7 23,2 neg. neg. neg. 
PVY 8-8-1 30 19,8 23,1 neg. neg. neg. 
PVY 8-9-1 30 19,6 23,0 neg. neg. neg. 
PepMV 1-0-8 8 19,1 22,6 neg. neg. 9,3 
PepMV 1-0-12 8 18,8 22,2 neg. neg. 8,7 
PepMV 1-0-24 8 18,4 21,9 neg. neg. 11,6 
PepMV 1-0-36 8 20,0 23,3 neg. neg. 10,1 
PepMV 1-0-7 12 19,0 22,5 neg. neg. 9,8 
PepMV 1-0-11 12 19,4 22,8 neg. neg. 9,6 
PepMV 1-0-23 12 19,1 22,5 neg. neg. 10,2 
PepMV 1-0-35 12 18,5 21,7 neg. neg. 8,8 
PepMV 1-0-9 16 18,7 22,0 neg. neg. 9,3 
PepMV 1-0-13 16 19,1 22,6 neg. neg. 12,3 
PepMV 1-0-25 16 19,7 23,2 neg. neg. 11,2 
PepMV 1-0-34 16 18,7 22,2 neg. neg. 33,8 
PepMV 1-0-6 20 18,6 22,0 neg. neg. 9,7 
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nadaljevanje priloge C: Povprečne vrednosti Cq, pridobljene z RT-qPCR, ki smo jih uporabili za 
kvantifikacijo količine virusov 
 
Oznaka rastline 
Časovna 
točka 
(dpi) 
COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PepMV 10-1 
PepMV 1-0-10 20 19,0 22,4 neg. neg. 10,1 
PepMV 1-0-22 20 19,5 22,9 neg. neg. 11,1 
PepMV 1-0-33 20 18,7 22,3 neg. neg. 10,4 
PepMV 1-0-5 24 19,2 22,7 neg. neg. 9,8 
PepMV 1-0-14 24 19,0 22,5 neg. neg. 9,8 
PepMV 1-0-26 24 20,6 24,1 neg. neg. 28,4 
PepMV 1-0-32 24 19,1 22,6 neg. neg. 9,3 
PepMV PepMV1 lineage 1 28 19,3 22,6 neg. neg. 10,1 
PepMV PepMV2 lineage 2 28 19,2 22,7 neg. neg. 11,2 
PepMV PepMV3 lineage 3 28 19,4 22,6 neg. neg. 10,5 
PepMV PepMV4 lineage 4 28 19,0 22,4 neg. neg. 8,8 
PepMV PepMV5 lineage 5 28 19,9 23,2 neg. neg. 10,4 
PepMV PepMV6 lineage 6 28 19,7 23,8 neg. neg. 10,7 
PepMV PepMV7 lineage 7 28 19,2 22,6 36,5 neg. 10,1 
PepMV PepMV8 lineage 8 28 18,8 22,1 neg. neg. 9,7 
PepMV PepMV9 lineage 9 28 18,8 22,3 neg. neg. 9,3 
PepMV 3-1-1 28 18,6 22,0 neg. neg. 10,7 
PepMV 3-2-1 28 18,6 22,1 neg. neg. 9,8 
PepMV 3-3-1 28 19,7 23,2 neg. neg. 11,3 
PepMV 3-4-1 28 19,0 22,5 neg. neg. 10,9 
PepMV 3-5-1 28 19,0 22,4 neg. neg. 11,3 
PepMV 3-6-1 28 20,1 23,5 neg. neg. 11,8 
PepMV 3-7-1 28 20,1 23,6 neg. neg. 12,3 
PepMV 3-8-1 28 18,8 22,2 33,4 36,9 9,2 
PepMV 3-9-1 28 19,6 22,9 neg. neg. 11,7 
PepMV 4-1-1 28 20,6 24,0 neg. neg. 14,8 
PepMV 4-2-3 28 20,2 23,3 neg. neg. 16,4 
PepMV 4-3-1 28 19,7 23,2 neg. neg. 10,8 
PepMV 4-4-1 28 19,8 23,3 neg. neg. 11,5 
PepMV 4-5-1 28 19,2 22,6 neg. neg. 12,7 
PepMV 4-6-1 28 19,6 22,8 neg. neg. 11,3 
PepMV 4-7-1 28 19,9 23,2 neg. neg. 12,0 
PepMV 4-8-1 28 19,7 23,1 neg. neg. 10,2 
PepMV 4-9-1 28 20,3 23,8 neg. neg. 14,6 
PepMV 7-1-1 28 19,18 22,54 neg. neg. 13,2 
PepMV 7-2-1 28 18,93 22,27 neg. neg. 15,2 
PepMV 7-3-1 28 18,75 22,34 neg. neg. 12,1 
PepMV 7-4-1 28 18,48 21,86 neg. neg. 12,6 
PepMV 7-5-1 28 18,55 22,08 neg. neg. 9,6 
PepMV 7-6-1 28 18,36 22,01 neg. neg. 9,4 
PepMV 7-7-1 28 18,76 22,20 neg. neg. 9,9 
PepMV 7-8-1 28 18,95 22,31 neg. neg. 10,1 
PepMV 7-9-1 28 18,74 22,23 neg. neg. 10,4 
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nadaljevanje priloge C: Povprečne vrednosti Cq, pridobljene z RT-qPCR, ki smo jih uporabili za 
kvantifikacijo količine virusov 
 
Oznaka rastline 
Časovna 
točka 
(dpi) COX 
10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PepMV 10-1 
PepMV 8-1-1 30 19,7 23,3 neg. neg. 11,1 
PepMV 8-2-1  30 18,8 22,3 neg. neg. 11,0 
PepMV 8-3-1 30 19,0 22,5 neg. neg. 9,8 
PepMV 8-4-1 30 19,2 22,6 neg. neg. 11,0 
PepMV 8-5-1 30 18,9 22,4 neg. neg. 10,1 
PepMV 8-6-1 30 19,3 23,1 neg. neg. 10,8 
PepMV 8-7-1 30 19,2 22,6 neg. neg. 9,2 
PepMV 8-8-1 30 19,1 22,4 neg. neg. 10,7 
PepMV 8-9-1 30 19,1 22,3 neg. neg. 11,5 
MIX 1-0-8 8 19,3 22,7 37,5 neg. 34,5 
MIX 1-0-12 8 20,0 23,5 neg. neg. 10,9 
MIX 1-0-24 8 19,5 23,2 neg. neg. 10,3 
MIX 1-0-36 8 17,8 20,8 neg. neg. 7,1 
MIX 1-0-7 12 18,8 22,1 18,1 21,4 8,4 
MIX 1-0-11 12 19,1 22,5 16,5 19,8 8,8 
MIX 1-0-23 12 19,2 22,5 neg. neg. 28,0 
MIX 1-0-35 12 19,4 22,8 27,1 30,4 9,2 
MIX 1-0-9 16 19,2 22,7 36,9 neg. 22,9 
MIX 1-0-13 16 19,2 22,6 neg. neg. 8,8 
MIX 1-0-25 16 20,4 23,7 34,1 neg. 27,9 
MIX 1-0-34 16 17,9 21,4 13,6 17,1 7,7 
MIX 1-0-6 20 19,4 23,3 19,5 22,8 9,3 
MIX 1-0-10 20 19,0 22,4 neg. neg. 9,3 
MIX 1-0-22 20 19,4 22,8 22,0 25,5 9,6 
MIX 1-0-33 20 18,8 22,4 24,2 27,4 9,7 
MIX 1-0-5 24 19,3 22,7 15,7 19,0 10,0 
MIX 1-0-14 24 20,0 23,5 25,5 29,0 11,0 
MIX 1-0-26 24 18,8 22,2 neg. neg. 9,4 
MIX 1-0-32 24 20,5 24,8 17,1 20,2 11,1 
MIX MIX1 lineage 1 28 18,6 21,8 15,4 18,7 8,9 
MIX MIX2 lineage 2 28 20,3 23,8 15,8 19,1 12,7 
MIX MIX3 lineage 3 28 19,0 22,4 16,5 19,9 10,0 
MIX MIX4 lineage 4 28 18,2 21,4 13,7 17,0 8,1 
MIX MIX5 lineage 5 28 19,5 22,9 19,3 22,5 9,8 
MIX MIX6 lineage 6 28 18,6 22,1 15,0 18,0 9,8 
MIX MIX7 lineage 7 28 19,7 23,0 15,9 19,2 10,6 
MIX MIX8 lineage 8 28 19,2 22,6 15,0 18,2 10,2 
MIX MIX9 lineage 9 28 19,3 22,4 14,8 18,1 9,0 
MIX 3-1-1 28 18,3 21,8 18,0 21,1 11,1 
MIX 3-2-1 28 19,3 22,8 neg. neg. 11,4 
MIX 3-3-1 28 18,1 21,5 18,9 22,1 10,3 
MIX 3-4-1 28 19,4 23,1 19,3 23,0 10,8 
MIX 3-5-1 28 19,1 22,6 34,4 neg. 12,0 
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nadaljevanje priloge C: Povprečne vrednosti Cq, pridobljene z RT-qPCR, ki smo jih uporabili za 
kvantifikacijo količine virusov 
 
Oznaka rastline 
Časovna 
točka 
(dpi) 
COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PepMV 10-1 
MIX 3-6-1 28 19,3 22,9 23,2 26,6 11,2 
MIX 3-7-1 28 19,8 23,0 19,3 22,6 11,1 
MIX 3-8-1 28 19,6 23,0 17,8 21,3 10,8 
MIX 3-9-1 28 20,0 23,6 21,9 25,3 11,6 
MIX 4-1-1 28 19,5 23,0 15,1 18,5 9,4 
MIX 4-2-1 28 19,5 22,9 neg. neg. 10,2 
MIX 4-3-1 28 19,8 23,3 15,1 18,5 10,7 
MIX 4-4-1 28 20,4 23,7 22,3 25,5 10,9 
MIX 4-5-1 28 19,4 22,9 neg. neg. 12,0 
MIX 4-6-1 28 20,7 24,1 neg. neg. 12,8 
MIX 4-6-1 28 21,3 24,7 neg. neg. 12,89 
MIX 4-7-1 28 20,2 23,6 16,7 20,1 11,9 
MIX 4-8-1 28 21,1 24,6 32,2 34,3 14,0 
MIX 4-8-1 28 21,8 24,9 37,9 neg. 13,14 
MIX 4-9-3 28 19,4 22,7 14,7 17,9 11,7 
MIX 7-1-4 28 19,67 22,71 16,25 19,61 11,9 
MIX 7-2-1 28 19,33 22,73 neg. neg. 10,6 
MIX 7-3-3 28 18,53 21,84 13,41 16,77 10,5 
MIX 7-4-1 28 18,51 21,91 14,26 17,54 11,4 
MIX 7-5-1 28 18,32 21,84 neg. neg. 13,6 
MIX 7-6-1 28 18,80 22,12 neg. neg. 12,4 
MIX 7-7-1 28 19,12 22,46 neg. neg. 10,9 
MIX 7-8-1 28 19,15 22,48 neg. neg. 10,9 
MIX 7-9-1 28 19,32 22,71 15,32 18,72 11,3 
MIX 8-1-1 30 18,8 22,1 16,1 19,5 9,5 
MIX 8-2-1 30 19,6 22,9 neg. neg. 10,6 
MIX 8-3-2 30 19,2 22,6 17,0 20,4 9,4 
MIX 8-4-1 30 19,5 22,8 neg. neg. 11,1 
MIX 8-4-1 30 19,4 23,1 35,5 38,4 10,4 
MIX 8-5-1 30 19,3 22,9 neg. neg. 11,1 
MIX 8-6-2 30 18,8 22,4 neg. neg. 9,9 
MIX 8-7-1 30 19,7 23,0 neg. neg. 10,2 
MIX 8-8-1 30 18,6 22,3 neg. neg. 12,4 
MIX 8-9-1 30 19,6 23,0 24,1 27,5 10,3 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                  
 
 
